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La siguiente investigación titulada “Caracterización molecular de Bordetella pertussis en 
Colombia, 1995-2014” muestra resultados hasta el 2016 por una razón de 
representatividad de los análisis de la tipificación molecular de este microorganismo, tanto  
en aislamientos y muestras nasofaríngeas obtenidas de la vigilancia por laboratorio de la 
tosferina en el Instituto Nacional de Salud a nivel nacional, por tanto los estudios realizados 




Resumen y Abstract  IX 
 
Resumen 
La tosferina una enfermedad causada por Bordetella pertussis, prevenible por vacuna que 
en los últimos años ha tenido un importante aumento de casos confirmados en Colombia 
con una incidencia de 8,5 X 100.000 habitantes en el 2012 que no se registraba desde 
1987. Con el fin de conocer el tipo de población de B. pertussis que circula en Colombia 
se analizaron por la PFGE (electroforesis en gel de campo pulsado) y MLST, (tipificación 
de las secuencias “multi-locus”) 67 aislamientos de B. pertussis aislados entre 1999-2016 
y 80 aspirados nasofaríngeos por MLST de 2016 de casos confirmados de tosferina.  Los 
perfiles más frecuentes para los aislamientos colombianos fueron: CDC010-prn2-ptxP3-
ptxA1-fim3-1(30%), CDC002-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 (15%), CDC013-prn2-ptxP3-ptxA1-
fim3-2 (15%) y el genotipo común para las muestras de casos confirmados fue prn2-ptxP3-
ptxA1-fim3-1 (78,8%).   El uso de PFGE+MLST fueron más discriminatorias (D= 0,86) que 
las pruebas de tipificación por separado. Es estudio provee evidencia de la alta frecuencia 
y dominancia del genotipo prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 en Colombia que es similar a lo que 
circula actualmente en otros países que realizan epidemiología molecular. Los alelos 
encontrados en las vacunas difieren a los genotipos hallados en las muestras y 
aislamientos colombianos.  
 



















Pertussis is a disease caused by Bordetella pertussis that is preventable by vaccination 
and that in recent years it has had a significant increase in confirmed cases in Colombia, 
reaching an incidence of 8.5 X 100.00 inhabitants in 2012 that was not registered since 
1987. This research aims to know the type of population of B. pertussis circulating in 
Colombia, therefore, they were analyzed by PFGE (pulsed field gel electrophoresis) and 
MLST, (Multi-locus Sequence Typing) 67 isolates of B. pertussis collected 1999-2016 and 
80 nasopharyngeal aspirates were processed from cases confirmed by MLST of 2016. 
Frequent profiles were: CDC010-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 (30%), CDC002-prn2-ptxP3-
ptxA1-fim3-1 (15%), CDC013-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2 (15 %) and the frequent genotype 
for the samples was prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 (78.8%). PFGE + MLST was discriminatory 
(D = 0.86) than typing tests separately. This study provides evidence of the high frequency 
and dominance of the prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 genotype in Colombia that is like what 
currently circulates in other countries that perform molecular epidemiology. The alleles 
found in the vaccine strains have differences to the genotypes found in Colombian samples 
and isolates. 
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La tos ferina es una enfermedad altamente contagiosa prevenible por vacuna causada por 
Bordetella pertussis un cocobacilo Gram negativo, no fermentador que afecta 
exclusivamente al humano siendo el hombre el único reservorio. Actualmente sigue siendo 
un problema de salud pública inclusive en países con altas coberturas de vacunación, 
como también en países que usen las estrategias de vacunación con vacuna celular o 
acelular. La sintomatología es ocasionada por las toxinas que libera el microorganismo 
cuando invade el epitelio ciliado respiratorio; durante la evolución de la enfermedad se 
caracteriza por ser de comienzo insidioso con tos leve que se convierte en paroxística (1, 
2). 
 
La infección puede ser fatal en la población susceptible menor de un año especialmente 
los lactantes (3). Actualmente los datos nacionales de vigilancia han detectado un aumento 
de los casos de tos ferina en población adolescente y adulta en donde el diagnóstico es 
poco frecuente por la baja sospecha de la enfermedad, causado por la inespecificidad de 
los síntomas que pueden pasar desapercibidos siendo los principales reservorios y fuentes 
de infección para los infantes (1, 4). 
 
El informe epidemiológico de los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades 
(CDC) de los Estados Unidos, reportó que al principio del periodo de 1922 el número de 
casos sospechosos superaba los 100.000 casos por año, esta tendencia se redujo 
drásticamente a menos de 10.000 en 1965 tras la introducción de la vacuna contra la tos 
ferina en 1940 pero durante el decenio de 1980 los casos de tos ferina comenzaron a 
aumentar gradualmente reportando en el 2013  24.000 casos en todo el país (5). 
 
En Colombia se ha incrementado la incidencia general de tos ferina en los últimos años en 
especial en el año 2012 con una incidencia a nivel nacional de 8,5 /100.000 habitantes, 





Las principales hipótesis que han surgido y que justifican el resurgimiento de esta 
enfermedad son: 
1)Inmunidad adaptativa de corta duración después de la inmunización, 2) desbalance en 
el equilibrio óptimo de la respuesta humoral y celular, 3) la necesidad de antígenos 
adicionales en las vacunas para la protección óptima, 4) cantidad insuficiente o incorrecto 
en el equilibrio de antígenos, 5) protección disminuida de la vacuna contra la transmisión, 
6) coberturas de vacunación no adecuadas, 7) diferencias en las eficacias de las vacunas 
actualmente en uso, 8) una disminución en la eficacia de la vacuna, 9) el aumento de la 
sospecha clínica, mejores pruebas de diagnóstico, y / o presentación  de informes 
epidemiológicos más completos, 10) compatibilidad de los antígenos de cepas circulantes 
y la vacuna 11) cambios genéticos en B. pertussis (7, 8). 
 
 En la actualidad, en Colombia no se conoce el perfil genotípico de microrganismo que 
circula en la población y como se mencionó anteriormente los cambios genéticos como la 
poca coincidencia de los antígenos de la vacuna actualmente en uso con las cepas 
circulantes pueda ser un factor que justifique el aumento de casos en la última década. El 
diagnóstico y vigilancia de tos ferina en Colombia se viene realizando desde 1993 en 
cabeza del Grupo de Microbiología del Instituto Nacional de Salud como Laboratorio 
Nacional de Referencia, sin embargo, nunca se ha analizado el tipo de microorganismo 
circulante por no tener las herramientas para realizar este tipo de análisis.  
 
Las técnicas que se utilizaron en este trabajo han sido utilizadas para otros patógenos en 
el Grupo de Microbiología como son la PFGE (electroforesis en gel de campo pulsado) y 
MLST, (tipificación de las secuencias “multi-locus”) y la MLST y aunque la secuenciación 
de genoma completo en aislamientos sea una herramienta idónea para este tipo de 
análisis, este trabajo pretende realizar un primer acercamiento de los genotipos circulantes 
en el país. Además, la MLST empleada directamente de muestras nasofaríngeas y no de 
cepa pueda ayudar a la vigilancia de esta enfermedad debido a los pocos aislamientos de 
B. pertussis que se aíslan en el país que son menos del 1% (6). 
 
El alcance que pueda tener este trabajo va dirigido a todo el sector salud en especial al 
sector de toma de decisiones del país, con el fin de socializar el comportamiento de una 
enfermedad que se le invierte miles de millones de pesos en compra de vacuna. Además, 
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conocer el genotipo de la bacteria pueda ser un insumo para desarrollar una vacuna 
apropiada a la población colombiana, como también tener herramientas para análisis de 
brotes que no se tiene hasta el momento en el país. Actualmente muchos estudios de 
caracterización genotípica se han asociado a la secuenciación de pertactina, toxina y 
fimbria en los cuales han visto cambios en el genotipo circulante por regiones vs las 
vacunas actualmente utilizadas (9-12), un ejemplo de ellos son los aislamientos con 
perdida de pertactina donde se usa la vacuna acelular y el aumento del genotipo ptxP3 de 
la zona promotora del gen de toxina pertussis asociada a una alta producción de la toxina 




Aunque en la literatura se describen múltiples causas del resurgimiento de la tos ferina, en 
Colombia se desconoce cuáles son los factores que han influido en el aumento de casos 
al principio de esta década. Los estudios publicados de caracterización molecular en su 
mayoría son de países donde el entorno es diferente, por ejemplo: en el tipo de vacuna 
que se aplica en la población, la edad de la población a la que se le administra las dosis, 
las coberturas de vacunación y a la circulación del microorganismo, por tal razón el enfoque 
del trabajo es implementar dos métodos de caracterización molecular para B. pertussis 
que se usa en los principales laboratorios de referencia de pertussis del mundo  (Estados 
Unidos, Francia, Holanda, Argentina, entre otros) para conocer la población de B.pertussis 
circulante en el país.  Las técnicas para implementar son: PFGE y MLST que son 
actualmente los ensayos fundamentales para caracterizar este tipo de población. 
 
Existen tres usos en general para el uso de la tipificación molecular en un laboratorio de 
referencia. En primer lugar, hay evidencia de que la población B.pertussis está 
evolucionando en muchas partes del mundo y puede justificar el resurgimiento de tos 
ferina, además estas mutaciones han contribuido a pensar en el nuevo diseño de la vacuna 
debido  a la disminución de la eficacia de la vacuna a lo largo del tiempo (disminución de 
la inmunidad de rebaño) y la selección de mutantes capaces de escapar de la inmunidad 
inducida por la vacuna y / o la falla de la vacuna para inducir inmunidad esterilizante al 
patógeno y evitar la transmisión (13). 
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Otro escenario es que  la caracterización genética se ha convertido en una herramienta 
básica en el apoyo de epidemiología actual como el vigilar los cambios a través del tiempo 
que aporta un análisis antes y después de la introducción de las vacunas y caracterización 
de brotes (10, 14). Por último, los laboratorios de salud pública están desplazando el uso 
del cultivo hacia la prueba de PCR por lo cual se obtienen menos aislamientos para poder 
caracterizarlos; por tal razón es, necesario tener estrategias que permitan caracterizar 
molecularmente a partir de muestras clínicas. 
 
Dentro de la misión del Grupo de Microbiología del Instituto Nacional de Salud que se 
encuentra plasmado en forma general en el decreto 2323 de 2006, que como Laboratorio 
Nacional de Referencia el deber ser: “Realizar según sus competencias, las pruebas de 
laboratorio de alta complejidad para la vigilancia en salud pública, así como las pruebas 
para la vigilancia y control sanitario”, por lo tanto las técnicas de análisis en epidemiología 
molecular son esenciales en los objetivos Laboratorio Nacional de Referencia. 
  
Por último, un aporte de este trabajo es realizar la transferencia de conocimientos y de 
tecnología al Grupo de Microbiología por parte del laboratorio de pertussis de la división 
de enfermedades infecciosas de los Estados Unidos que estará mediada por el estudiante 
de la Maestría para que la implemente de forma rutinaria en el Laboratorio Nacional de 
Referencia. 
 
1.2 Pregunta de investigación 
 
¿Qué perfil genotípico y diversidad de Bordetella pertussis se puede encontrar a partir de 
aislamientos recolectados desde 1995 hasta 2016 y de muestras nasofaríngeas 
provenientes de pacientes confirmados de pertussis enviadas por los laboratorios de Salud 
Pública al Grupo de Microbiología del Instituto Nacional de Salud en el marco del programa 












Determinar el genotipo de Bordetella pertussis en Colombia, a partir de 
aislamientos de B. pertussis y muestras nasofaríngeas de pacientes confirmados 
para tos ferina obtenidas del programa de vigilancia y diagnóstico de tos ferina del 







1) Tipificar por PFGE y MLST los aislamientos de Bordetella pertussis que se 
encuentran desde 1995. 
2) Tipificar por MLST las muestras nasofaríngeas de pacientes confirmados de 
2016. 
3) Analizar la diversidad genética según los resultados de la tipificación de 
muestras y aislamientos. 
4) Realizar análisis de las variables demográficas, epidemiológicas y clínicas 








2. Marco conceptual 
B. pertussis es el agente etiológico de la tos ferina o tos convulsa, aislada por primera vez 
en 1906 a partir de cultivo por Jules Bordet y Octave Gengou. Es un cocobacilo 
Gramnegativo pequeño de 0.2-1.5 x 0.5-2µm, que se dispone en células únicas o en pares. 
La temperatura óptima de crecimiento es de 35 °C, aerobio estricto, de metabolismo 
oxidativo y de requerimientos nutricionales especiales. Las colonias aparecen usualmente 
a las 72 horas, las cuales son pequeñas, brillantes, de bordes regulares y de color perlado 
como gotas de mercurio o de rocío. La diferenciación entre las especies se basa en 
pruebas bioquímicas, moleculares o serológicas(1, 15). 
 
El género Bordetella pertenece a la subdivisión β2 del phylum Proteobacteria de la familia 
Alcaligenaceae y de acuerdo al análisis de secuencias del 16S rRNA se encuentran siete 
especies: B. pertussis, B. parapertussis, B. holmesii, B. avium, B. trematum, B. 
bronshiseptica y B. hinzii(16). 
 
2.1 Diagnóstico de la tosferina 
B. pertussis se puede cultivar en medio Bordet-Gengou modificado, agar sangre de caballo 
con carbón activado (Regan-Lowe) o en caldo complementario de Stainer-Scholte (15). 
Aunque es una técnica de aislamiento específica es poco sensible debido a lo lábil y 
exigente que es la bacteria para su crecimiento, además de existir otros puntos críticos 
que afectan la sensibilidad del cultivo por ejemplo: la fase preanalítica del diagnóstico se 
puede afectarse por la calidad de la toma de muestra, el tiempo de evolución de la 
enfermedad, la administración previa de antibióticos, el antecedente de vacuna del 
paciente, tiempo y manejo del transporte de las muestras, entre otros,  alteran la 
8 Caracterización molecular de Bordetella pertussis, 1995-2014 
 
 
sensibilidad de la técnica que según lo reportado por la literatura se encuentra entre el 15 
al 38% con una especificad del 100%(1, 17). La inmunofluorescencia directa (IFD) tiene 
una sensibilidad y especificidad variable y no está recomendada como prueba diagnóstica 
por la OMS y el CDC, se ha reportado que la sensibilidad es de 52% y la especificad de 
58,3% (18, 19). El ADN de Bordetella también se puede detectar mediante PCR. La 
sensibilidad de la PCR es mayor que la del cultivo e IFD, oscilando entre el 83 y 93% con 
una especificidad mayor que la IFD del  97% con la ventaja de obtener resultados 
oportunos en comparación con el cultivo (1, 17) . Los anticuerpos se pueden demostrar 
mediante un ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas. La detección de IgA específica 
proporciona evidencia de infección natural. Los anticuerpos circulantes aparecen en la 
semana 3 de la enfermedad y alcanzan su punto máximo en la octava a la décima 
semana(15). 
2.2 Patogénesis 
La entrada de B. pertussis al tracto respiratorio es causada por la inspiración de aerosoles 
generados por la tos de un individuo infectado a un susceptible en un rango de un metro 
de distancia (20) las condiciones dentro del tracto respiratorio proporcionan el estímulo 
para la expresión de factores de virulencia(21), dentro de éste grupo se encuentran: 
moléculas de adhesión: como la hemaglutinina filamentosa (FHA), la pertactina (PRN), la 
fimbria (FIM), el factor de colonización traqueal (1) y las toxinas: citotoxina traqueal (TCT),  
adenilatociclasa (ACT) y  toxina pertussis (PT). El periodo de incubación dura normalmente 
entre seis y diez días, con un rango de cuatro a 21 días (20). El diagnóstico clínico de 
pertussis es complejo por la heterogeneidad en la expresión sintomática de la enfermedad 
especialmente en adultos y adolescentes y en la modificación de la expresión de la 
enfermedad causada por la inmunización, infecciones mixtas y por la poca sospecha de la 
enfermedad en el personal de salud (22, 23). Las complicaciones se presentan con cierta 
frecuencia en el período paroxístico y entre ellas se encuentran infecciones bacterianas 
secundarias, como la neumonía, que es la causa más frecuente de muerte relacionada con 
la tos ferina, otras complicaciones como otitis media y sepsis, manifestaciones 
neurológicas, incluidas crisis convulsivas y encefalopatía con alteración del estado de 
conciencia(1, 17). Los problemas nutricionales y deshidratación son debido principalmente 
al vómito y dificultades en la alimentación y prácticas inadecuadas de alimentación de los 
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niños enfermos como también complicaciones secundarias al aumento de la presión 
durante los accesos paroxísticos graves de tos, como hemorragias subconjuntivales, 
epistaxis, edema de la cara, neumotórax, hematomas subdurales, hernias, prolapso rectal 
y en los adultos, incontinencia urinaria e incluso fracturas costales (1, 17). 
 
2.3 Vacunación contra la tos ferina 
La vacuna celular fue introducida por primera vez en el esquema de vacunación en 1940 
en los Estados Unidos y en 1980 en Colombia, constituidas por 15 a 20 millones de bacilos 
completos inactivados por formol e integrados en una suspensión, combinados con los 
toxoides diftérico y tetánico y absorbidos en hidróxido de aluminio en forma de vacuna 
trivalente (DPT o DPTw en la nomenclatura internacional actual) (24). La vacuna acelular 
se prepara con extractos purificados de las moléculas de adherencia y de la toxina 
pertussis, se considera que reduce alrededor del 30% al 50% los efectos secundarios y 
tienen el mismo esquema de aplicación que la vacuna celular (25). Su eficacia se considera 
del 85% con tres o cinco componentes y del 59% con dos componentes. Todas contienen 
toxina pertussis detoxificada químicamente o por ingeniería genética y puede contener 
pertactina, FHA, fimbria (aglutinógeno 2 y 3)  (26, 27). En años recientes, las vacunas 
acelulares han sido incorporadas dentro de los esquemas de vacunación de muchos 
países desarrollados, reemplazando gradualmente a las vacunas de células completas 
(28). 
 
La inmunogenicidad que alcanza la vacuna celular es superior a 80% con la administración 
de tres dosis. Sus niveles protectores no se encuentran bien establecidos. Tras la 
aplicación de tres dosis de vacuna durante los primeros meses de vida, se produce un 
descenso de anticuerpos específicos entre los 15-18 meses de edad. Con la administración 
de cuatro dosis, la protección es de 50% entre los 4 y 6 años de la inmunización y 
desaparece entre los 7-12 años convirtiendo a la población mayor de 12 años en 
susceptibles (26, 28, 29).  
  
Las dosis de los esquemas varían entre países: 6, 10 y 14 semanas; 2, 3 y 4 meses; 3, 4 
y 5 meses; y 2, 4 y 6 meses (30). En Colombia, la política de vacunación contra tos ferina 
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del PAI (Plan Ampliado de Inmunización), consiste en aplicar una vacuna pentavalente con 
fracción celular de B. pertussis a los 2, 4 y 6 meses de edad, con refuerzo a los 18 meses 
y 5 años con vacuna celular y no se incluyen refuerzos después de esta edad, excepto en 
a la semana 23 de gestación con la vacuna acelular. Australia, Austria, Canadá, Francia y 
Alemania han incorporado una dosis de refuerzo dentro de su esquema de vacunación 
reglamentario en adolescencia, en reconocimiento del aumento de la incidencia de 
pertussis en adolescentes y adultos (31). 
  
Un incremento significativo en los casos de tos ferina fue observado en los Estados Unidos, 
en Europa y en otros países con altas coberturas de vacunación, mostrando a la tos ferina 
como una enfermedad emergente. Este resurgimiento ha cuestionado la calidad y la 
efectividad de la vacuna en el proceso del control de la enfermedad; posiblemente debido 
a que los componentes antigénicos contenidos en las vacunas pueden diferir de las 
expresadas por los aislamientos circulantes en la población(8). 
2.4 Epidemiología 
2.4.1 Reporte Organización Mundial de la Salud de las Américas 
Según la base de datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) para el 2011 se 
reportó en 35 países de las Américas un total de 28.019 casos confirmados de tos ferina, 
en 2012 un total de 71.744 casos, 2013 de 54.873, 2014 de 46.865, 2015 de 32.116, y 
2016 de 8.952 casos confirmados, sin embargo, para el 2016 los datos de Estados Unidos 
y Brasil no se encuentran ajustados aún (figura 2-1). 
El país que más reportó casos en el período de 2011- 2015 fue Estados Unidos de América 
seguido de Brasil, Colombia, Canadá y Chile con un aumento en el número de casos 
reportados en el 2012 (32).  
 
Según la OMS los casos confirmados para Colombia en 2011 fueron 1.010 en el 2012 de 
3.289, 2013 de 13.682, 2014 de 734, 2015 de 986 y 2016 de 536 que indica una 
disminución de casos en los últimos años. No obstante, existen discrepancias en el número 
de casos confirmados emitida en este informe porque la cifra oficial de 2012 luego de un 
proceso de ajuste generado por las entidades territoriales y el INS quedó en 3.955 
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confirmados, y hay otra discrepancia para el 2013 debido a que el número de casos 
confirmados según el Sivigila fue de 2.988 y para la OMS fue de 13. 682, este dato se 
acerca más al número total de casos notificados en ese periodo que fue de 13.278 
casos(33). 
Figura 2-1: Número de casos confirmados de tos ferina en las Américas, 2011-2016 
 
http://www.who.int/immunization/monitoring_surveillance/data/en 
*Honduras, Costa Rica, Paraguay, Nicaragua, República Dominicana, Panamá, Bolivia, Ecuador, El Salvador, 
Belice, Venezuela, Suriname, Saint Lucia, Haiti, Jamaica, Cuba, Guyana, Trinidad and Tobago, Barbados, Las 
Bahamas, Dominica, Granada, Saint Vincent and the Grenadines, Antigua y Barbuda y Saint Kitts and Nevis 
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2.4.2 Estados Unidos 
Después de la introducción de la vacuna (DTP) contra la tos ferina en la década de 1940, 
cuando los casos superaban los 100.000 por año se comenzó a reportar una reducción de 
los casos confirmados a menos de 10.000 en 1965. Durante los informes epidemiológicos 
de tos ferina en 1980 se observa un aumento gradual de casos confirmados con más de 
28.000 reportados en el 2013 de casos que fueron reportados a nivel nacional (figura 2-2). 
A inicio de la década de los 90 implementaron la vacunación con DTaP por sustitución de 
la DTP la cual contiene antígenos de Bordetella pertussis llamada vacuna acelular, y en el 
2005 implementan el esquema para refuerzo en adolescentes (7-18 años)(34). 
 




De los 15.737 casos reportados de pertussis en el 2016 en los Estados Unidos 3.419 casos 
confirmados estuvieron entre las edades de 6 meses a 6 años de los cuales el 36% se 
desconocía el antecedente de vacuna (tabla 2-1). Por otro lado, de los casos confirmados 
de pertussis el 49% de menores de seis años tenían un esquema completo de vacunación 
(tabla 2-1). 
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En Colombia, a partir de 1979 se inició la aplicación masiva con la vacuna DPT en la 
población menor de un año, con un esquema inicial al segundo, cuarto y sexto mes de 
edad. En la figura 2-3 se observa que a medida que aumentaba la cobertura de vacunación 
disminuía la incidencia la cual llegó a 0,3 X 100.000 habitantes en 1996, además se 
mantuvo la incidencia baja entre 0,1 a 1,4 entre 1997 a 2010. Por otro lado, desde 2011 
comenzó un aumento en la incidencia con pico epidémico en 2012 de 8,5 X 100.00 
habitantes, casos que no se registraban desde 1987. Otros datos que no muestra la gráfica 
y que interfirieron en la vigilancia de la enfermedad fueron la implementación del 
diagnóstico por el laboratorio, que comenzó en 1993 en el Grupo de Microbiología del 
Instituto Nacional de Salud con el uso de la inmunofluorescencia directa y el cultivo, por 
otro lado, en 2007 se implementó el reporte de casos sospechosos en forma individual al 
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Sivigila (sistema de vigilancia epidemiológica nacional),  y por último, el uso de diagnóstico 
por técnicas de amplificación de ácidos nucleicos (PCR) que inició a finales de 2010 
implementándose inicialmente en el Instituto Nacional de Salud y el Laboratorio de Salud 
Pública de Bogotá.  
 
Figura 2-3: Incidencia en población general y porcentaje de cobertura de vacunación 
hasta marzo 21017. 1980-2017. Colombia (35) 
 
 
En la figura 2-4 se muestra que de los casos con antecedente de vacuna en población 
menor de un año de los casos confirmados por el Sivigila ocurrieron en la mayoría de 
población no vacunada (susceptibles) o con esquemas incompletos entre 55-73% de los 
casos para el periodo 2011-2014, por otro lado, también se presentaron casos en población 
con esquemas completos en el mismo periodo entre 23-45% de los casos (6). 
De acuerdo con el comportamiento de la notificación hasta el período epidemiológico XIII 
de 2016 (figura 2-5) se notificaron al sistema individual del Sivigila un total de 5 879 casos, 
los cuales se distribuyeron así: probables 8,1 % (476), confirmados por laboratorio 8,6 % 
(507), confirmados por clínica 1,0 % (57 casos), confirmados por nexo epidemiológico 
0,03 % (dos casos) y descartados 82,3 % (4 837) (36). 
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Figura 2-4: Proporción de dosis de vacunas en casos confirmados menores de 1 año, 
Colombia 2011-  periodo epidemiológico VII de 2014 (6) 
 
 
Figura 2-5: Porcentaje de casos de tos ferina notificados al Sivigila. Colombia, período 
epidemiológico XIII de 2016 (36) 
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Con respecto a los casos confirmados en el 2016, el 81,7 % (461 casos) se distribuyen en 
Antioquia con el 21,6 % (122 casos), Bogotá con el 14,2 % (80 casos), Valle del Cuaca con 
el 5,5 % (31 casos), Chocó con el 4,6 % (26 casos), Cundinamarca con el 4,3 % (24 casos), 
Santander 4,3 % (24 casos), Tolima con el 4,3 % (23 casos), Sucre con el 4,1 % (23 casos), 
Nariño con el 4,1 % (23 casos), Caldas con el 3,9 % (22 casos), Norte de Santander 3,2 
(18 casos), Huila con el 2,8 % (16 casos), Boyacá 2,5 % (14 casos) y Cauca con el 2,5 % 
(14 casos) (tabla 2-2) (36). 
 
Tabla 2-2: Distribución de casos notificados y confirmados de tos ferina por 
departamento de procedencia, Colombia, período epidemiológico XIII de 2016 (36) 
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El grupo con mayor frecuencia de notificación de casos probables de tos ferina esta entre 
los cero y tres meses con 59,2 % al igual que los casos confirmados que se ubica en el 
mismo grupo con el 56,4 %, seguido del grupo de seis a once meses con el 11,2 % (tabla 
2-3) (36). 
 
Tabla 2-3: Distribución de casos confirmados de tos ferina por grupo de edad, 
Colombia, período epidemiológico XIII de 2016 (36) 
 
 
El 54,8 % de los casos confirmados estaban es fase catarral, el 100 % de los casos 
presentan infección respiratoria aguda y de estos el 97,7 % de los casos presentaron tos, 
los signos y síntomas que se registraron con mayor frecuencia fueron tos paroxística, 
cianosis, vómito y apnea. Respecto a las complicaciones el 15,1 % registraron alguna 
complicación la más común fue neumonía con el 9,9 % (tabla 2-4) (36). 
El 54,8 % de los casos se identificaron durante la consulta a urgencias y 3,4 % en 
búsqueda activa comunitaria, 82,4 % fueron hospitalizados, el 24,5 % de los casos 
confirmados registraron primera dosis de vacuna de DPT, el 9,0 % registraron segunda 
dosis, el 12,1 % tercera dosis, 3,0 % primer refuerzo y segunda dosis el 2,7 %. De los 564 
casos confirmados el 77,1 % (435 casos) corresponden a población menor de un año. El 
30,6 % registraron una dosis de DPT, el 9,9 % segunda y tercera dosis de DPT el 7,8 % 
(figura 2-6) (36). 
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Tabla 2-4: Características clínicas y complicaciones de casos confirmados de tos 
ferina, Colombia, período epidemiológico XIII de 2016 (36) 
 
Figura 2-6: Antecedente vacunal en casos confirmados para tos ferina, Colombia, 
período epidemiológico XIII de 2016 (36) 
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2.5 Técnicas de tipificación para B. pertussis 
2.5.1 Electroforesis de Campo Pulsado 
Al principio de la década de 1990 se inició el análisis por electroforesis en campo pulsado 
o por las siglas en inglés PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) en varios países de 
Europa. El fundamento de la técnica se basa en la macrorestricción del ADN genómico 
usando endonucleasas bacterianas creando de esta forma fragmentos del genoma; estos 
fragmentos crean un patrón de bandas resultante de la electroforesis aplicada 
periódicamente en diferentes direcciones al genoma para que se separen en una matriz 
de agarosa con el fin de establecer relaciones genéticas entre los individuos (aislamientos).  
Esta técnica de tipificación para B. pertussis es reproducible y altamente discriminatoria 
entre cepas altamente relacionadas (9). 
 
Un análisis por PFGE de B. pertussis en el Reino Unido hallaron 21 tipos de perfiles 
aislados tanto de población vacunada como no vacunada. Al realizar un análisis con 
aislamientos provenientes del brote ocurrido en Canadá en  1992 mostraron que no había 
coincidencias con los perfiles circulantes del Reino Unido y Alemania (37) 
 
 
En un estudio publicado en los Estados Unidos se identificaron 105 perfiles caracterizados 
por PFGE a partir de 1.333 B. pertussis recolectados de la vigilancia por laboratorio del 
CDC donde 16 aislamientos pertenecian al primer periodo comprendido entre 1935-1965, 
segundo periodo entre 1966-1985 y el tercer periodo entre 1986-1999. La distribución de 
perfiles dentro de los periodos muestra que el perfil 71 se encuentra dentro los dos 
primeros periodos y desaparece en el tercero, los perfiles 17, 15, 66, 53, 21 y 10 aparecen 
en el segundo y el tercer periodo y de los cuales el perfil 10 fue el más frecuente (40,8%); 
por último, en el tercer periodo aparecen nuevos perfiles identificados como 14, 20, 64,74, 
lo que demuestra un cambio en la población de aislamientos de B.pertussis en los Estados 
Unidos (38). 
 
Un análisis más profundo del estudio anterior indica que existen dos perfiles más 
predominantes (CYXXI-010 y -002) en el período contemporáneo que surgió a mediados 
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de la década de 1980 y que actualmente se encuentra asociado con los cambios en los 
programas de intervención, tales como vacunación por vacuna acelular y coincidente con 
la incidencia creciente de pertussis en los Estados Unidos. En ese estudio también 
realizaron un análisis de los alelos asociado a las proteínas de la vacuna acelular 
(pertactina y toxina pertussis subunidad A) y observaron que durante ese periodo surgieron 
nuevos tipos alélicos fuertemente asociados con los perfiles de PFGE CYXXI-010 y -002 
perfiles (tabla 2-5). Ellos comentan o sugieren en el estudio que es necesario realizar 
estudios adicionales para determinar el papel de los tipos alélicos nuevos que confieren 
predominio de estos perfiles de PFGE, especialmente la distribución entre los perfiles 
menos frecuentes (38). 
 
Tabla 2-5: Frecuencias de los perfiles de PFGE de Bordetella pertussis en muestras 
aisladas en los estados Unidos de 1935 a 1999 (38). 
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2.5.2 Análisis multilocus de repeticiones en tándem de número 
variable [Multiple Locus Variable Number Tandem Repeats 
(VNTR) Analysis (MLVA)] 
 
Análisis Multilocus de Repeticiones en Tándem de Número Variable (MLVA) es un método 
utilizado para llevar a cabo la tipificación molecular de microorganismos 
particulares. Se utiliza la variación de origen natural en el número de secuencias de 
ADN repetidas en tándem que se encuentran en muchos loci diferentes en el 
genoma de una variedad de organismos. El método se origina a partir de la ciencia 
forense, donde se utiliza para la huella de ADN en muestras de origen humano. 
MLVA también se usa ampliamente para evaluar la huella molecular de 
microorganismos tales como las bacterias. Los perfiles de tipificación molecular se 
utilizan para estudiar las vías de transmisión, evaluar las fuentes de infección y 
también para evaluar el impacto de la intervención humana como la vacunación y 
el uso de antibióticos en la composición de las poblaciones bacterianas. Las 
primeras bacterias patógenas en que se usó este sistema de tipificación en 
Haemophilus influenzae (39) Mycobacterium tuberculosis (40) , Bacillus anthracis 
(41) y Yersinia pestis (42).En MLVA se evalúa el número de repeticiones en un 
conjunto de loci VNTR. Para las especies bacterianas que se presentan aquí, esto 
se consigue mediante la realización de PCR de los loci VNTR seguido por el 
dimensionamiento exacto de los productos de PCR en un secuenciador de ADN. El 
tamaño del producto evaluado se utiliza para calcular el número de unidades de 
repetición en cada locus. Los números calculados de repeticiones de los loci VNTR 
(alelos) se combinan en una cadena que consiste en números enteros, por ejemplo, 
14-0-2-4-1-7-1-6 y se conoce como el perfil de MLVA. A cada perfil único MLVA se 
le da un tipo de designación MLVA, por ejemplo, MT0021. El perfil MLVA se puede 
utilizar para la comparación y agrupación. La evaluación inequívoca del número de 
repeticiones resulta en datos numéricos que pueden ser fácilmente comparados 
con los de las bases de datos centrales a través de la Internet 
(http://www.mlva.net/bpertussis/) 
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De los métodos actuales de tipificación para B. pertussis, como lo son la MLVA, MLST y 
PFGE, este último es el método más discriminatorio. Sin embargo, es necesario invertir 
bastante tiempo para realizar la técnica y se ha comprobado que las de las comparaciones 
entre laboratorios son difíciles de armonizar. En contraste MLST y MLVA están basadas 
en secuencias y otra ventaja es que se puede realizar directamente en muestras de 
aspirados nasofaríngeos (14). B. pertussis es genéticamente muy homogénea y esto se 
refleja en un número muy limitado de MLSTs. Sin embargo, MLST está centrado en 
factores de virulencia que ha sido muy útil para identificar las variantes divergentes de las 
vacunas. 
 
En un estudio publicado en el 2009 realizado en Suecia se compararon las tres técnicas 
de tipificación molecular, que por medio del índice de diversidad evaluaron su resolución 
(tabla 2-6). Según el índice de diversidad la MLVA se encuentra entre PFGE y MLST con 
respecto al poder discriminatorio (9), sin embargo se observa que si se combinan las 
técnicas de MLVA-MLST alcanzan a un índice de diversidad parecido al de PFGE.  El 
método MLVA que se va utilizar en este trabajo es el mismo que realiza el laboratorio de 
pertussis de los Centros de Prevención y Control de Enfermedades de los Estados Unidos 
publicado por Schouls (43). 
 
Tabla 2-6: Métodos de tipificación e índice de diversidad (DI) 
 
 
2.5.3 Tipificación de secuencias multi-locus 
Multi-locus sequence typing (MLST), o la caracterización de secuencias “multi-locus”, hace 
uso de la PCR seguido por la tecnología de secuenciación de ADN para descubrir 
variaciones alélicas para caracterizar, sub-caracterizar y clasificar miembros de 
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poblaciones bacterianas. En nuestro caso analizamos los genes de virulencia, algunos de 
los cuales pueden ser encontrados como antígenos en las vacunas. En la figura 2-7 se 
puede observar en la célula, la ubicación y la estructura de las proteínas de virulencia 
presentes en B. pertussis. Los círculos señalan las proteínas de virulencia que pueden ser 
usadas en al análisis de MLST: tcf, pertactina, Fim2 y Fim3, y la toxina pertussis. La figura 
2-7 corresponde a la publicada por Locht C. y colaboradores (44). 
 




En un estudio analizaron un brote de pertussis en Washington ocurrido en 2012 en el cual 
muestran que hubo un perfil predominante de MLVA llamado MST: 27 con un perfil de 
MLST de prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1, en la cual relacionan que aparte del alelo fim3, el perfil 
de MLST coincide con una cepa predominante encontrada durante la década de 1990 a 
2009 en un estudio similar realizado en los Estados Unidos. Esta cepa actualmente 
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también predomina en Japón, Australia y partes de Europa, en donde el uso de la vacuna 
acelular está dentro del esquema de vacunación. También muestran que el perfil molecular 
para 2 cepas utilizadas para producir la vacuna actual en los Estados Unidos que son 
MLVA 38 prn1-ptxP1-ptxA2-fim3-1 (Tohama I) y MLVA 167 prn1-ptxP1-ptxA4-fim3-1 (cepa 
10536), la cual muestra divergencia con las cepas circulantes. Pocos aislamientos se 
observaron con el alelo ptxP1 que coincide con la disminución de la frecuencia de este 
alelo en las cepas circulantes en los Estados Unidos, Países Bajos, Canadá, Suecia, 






Las fimbrias son estructuras proteicas compuestas por subunidades mayores de 
22,5 y 22 kDa y una subunidad menor común a la que se designa FimD. Estas 
estructuras se encuentran extendidas desde la superficie de la bacteria participa 
en la adhesión a las células del huésped mediante la unión a los receptores tipo 
dextran sulfato, heparan sulfato y sulfato de condroitina que se encuentran 
distribuidas ampliamente en las células del sistema respiratorio de los mamíferos. 
Los genes asociados a fimbria (fim2 y fim3) deben su polimorfismo a las 
mutaciones ocasionadas por el sistema de corrimiento de marco de lectura, por lo 
tanto, los microrganismos pueden expresar combinaciones de estos antígenos o 
alguno de ellos por separado. En los últimos tiempos varios estudios han 
demostrado un aumento en la prevalencia del serotipo Fim3 (tabla 2-7 y figura 2-
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Es una proteína de la familia de las proteínas autotransportadoras que está presente 
en la membrana externa de B. pertussis y participa en el proceso de adhesión de la 
bacteria al huésped y en la colonización (1). Estas proteínas son secretadas al espacio 
periplásmico y posteriormente se autoprocesan mediante clivaje sobre su extremo C-
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terminal. La pertactina se sintetiza como un péptido precursor de 910 aminoácidos 
denominada como P93 o de 93 kDa, después por proceso auto proteolítico en los 
extremos N- y C- terminales se obtienen dos péptidos P.69 (69 kDa) y P.30 (22kDa). 
El péptido P.69m tiene dos regiones que se encuentra en la región tripéptido RGD 
involucrado en la adhesión a las células del huésped; y la región 2 (PQP) que se 
encuentra en el extremo C-terminal. Esta región es considerada el epítope 
inmunoprotector de mayor importancia.  Los títulos elevados de anticuerpos contra 
pertactina en general han sido correlacionados con la protección contra las formas 
severas de la enfermedad (46, 47). La diversidad del gen de la prnA se ha documento 
en varios países, para dar un ejemplo, en el Reino Unido se analizaron 285 
aislamientos para la genotipificación de prnA y encontraron un aumento de 
polimorfismo con aparición de los genotipos prn2 y prn3 al inicio de la década de los 




La toxina pertussis en una proteína pentamérica de configuración AB5 que se 
encuentra codificada por los genes ptxA hasta ptxE. Esta exotoxina ha sido asociada 
como el principal factor de virulencia de B. pertussis siendo la única especie que la 
sintetiza. Los efectos patogénicos comunes asociados con este complejo proteico son: 
la supresión de efectos regulatorios del sistema inmune como la inhibición de 
quimiotaxis en macrófagos, sensibilización de histamina, la hiperinsulinemia y 
promotor de linfocitosis. La subunidad S1 codificada por ptxA tiene una longitud de 269 
aminoácidos, esta subunidad ingresa a la célula transfiriendo ADP-ribosa desde el 
NAD+ a las subunidades-α heterotriméricas de las proteínas G resultando en el 
aumento de la concentración intracelular del AMPc afectando las vías de señalización 
(1) . La otra parte de la toxina llamado oligómero B se encuentra formado por las 
subunidades S2 hasta la S5 la cual se queda anclado a los receptores glicoproteicos 
de la célula huésped. Como la pertactina y la fimbria los títulos elevados de anticuerpos 
contra la toxina pertussis en general han sido correlacionados con la protección contra 






3.1 Tipo de estudio 
Estudio retrospectivo de corte transversal 
3.2 Fuentes de información 
Base de datos tos ferina del Grupo de Microbiología, base de datos del Laboratorio 
de Salud Pública de Bogotá, base de datos del cepario del Grupo de Microbiología 
y la base Sivigila 2016 proporcionado por el Grupo de inmunoprevenibles del INS. 
3.3 Muestras 
3.3.1 Aislamientos 
Se procesaron por PFGE y MLST todos los aislamientos disponibles desde 1995-
2016 pertenecientes al cepario del Grupo de Microbiología obtenidas de la 
vigilancia por el laboratorio de tos ferina del INS que comenzó en 1993. 
Los aislamientos se encontraban almacenados a -70°C tanto en leche descremada 
al 20% como en crioperlas. Se sembraron todos los aislamientos disponibles en el 
cepario para verificar la viabilidad de estas. 
3.3.2 Muestras clínicas 
Para el procesamiento de muestras clínicas por MLST se escogió el año con mayor 
representatividad nacional o mayor número de departamentos con muestras 
confirmadas para tosferina y que hubiesen sido analizadas por PCR en tiempo real 
para el diagnóstico de tosferina evaluadas con los blancos IS481 y el gen ptxS1. 
28 Caracterización molecular de Bordetella pertussis, 1995-2014 
 
Como otro criterio de inclusión se escogieron las muestras con un Ct menor a 29 
para el blanco IS481 debido a que la técnica de MLST necesita una alta 
concentración de ADN, de acuerdo con los procedimientos del laboratorio de 
pertussis y difteria del CDC (procedimientos no publicados). A continuación, en la 
tabla 3-1, se resume el proceso de selección del año para el análisis de muestras 
nasofaríngeas, donde se encuentra las instituciones que poseen las muestras y la 
disponibilidad de estas. 
 
Tabla 3-1: Años de vigilancia y laboratorios con disponibilidad de muestras 
nasofaríngeas confirmadas de tosferina de la Red Nacional de Laboratorios. 
 
Laboratorio de 
referencia o LSPD 
2012 2013 2014 2015 2016 
Grupo de 
Microbiología 
Muestras y eluidos 
disponibles pero 




















por PCR en 
tiempo real 
LSP de Bogotá 
Muestras y eluidos 
no disponibles y 























por PCR en 
tiempo real y 
enviadas al 
INS 
LSP de Antioquía 
Muestras no 
disponibles y 









por PCR en 










en el Grupo 
de 
microbiología 
Representatividad NO NO NO NO SI 
 
Para el 2016 se seleccionaron las muestras nasofaríngeas positivas para B. 
pertussis de acuerdo al criterio: IS481 Ct<35 con el gen ptxS1 positivo de acuerdo 
al punto de corte del CDC y el Laboratorio Nacional de Referencia (48). El total de 
muestras positivas encontradas tanto en el Grupo de Microbiología como en 
Laboratorio de Salud Pública de Bogotá fueron 331 entre aspirados nasofaríngeos 
y eluidos de ADN. Se realizó una estratificación aleatoria simple para seleccionar 
las muestras a estudiar, por tanto, se agruparon los departamentos por regiones 
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para que tuvieran representación las entidades territoriales con baja positividad. El 
número de total muestras procesadas fueron calculadas con EpiInfo 7,2 donde se 
usaron los siguientes criterios: tamaño de población 331, frecuencia esperada 50%, 
margen aceptable de error: 9,8 para un resultado con un nivel de confianza del 95% 
de 77 muestras a procesar (tabla 3-2). El margen de error se amplió debido a los 
recursos disponibles de secuenciación.  Sin embargo, también se realizó una 
estratificación del muestreo con las muestras con un Ct < 20 debido a la necesidad 
de tener una alta concentración de ADN además de obtener mayor probabilidad de 
amplificar los blancos deseados. 
 
Tabla 3-2: Estratificación regional de muestras positivas 
 
IS481 Ct < 35 IS481 Ct<20 













Amazónica 1 0 0 0 0 0 
Guaviare 1 - 
Antioquia 68 21% 16 15 15% 12 
Antioquia 68   13   





Bolívar 10 3 
Cesar 6 2 
Córdoba 2 0 
Magdalena 3 1 
Sucre 15 5 
Bogotá 57 17% 13 25 25% 19 
Bogotá 57   30   





Tolima 15 2 





Cundinamarca 11 3 





Risaralda 12 3 





Caquetá 6 0 
Casanare 1 0 
Meta 5 2 
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IS481 Ct < 35 IS481 Ct<20 













Vichada 1 0 





Chocó 6 7 
Nariño 14 5 
Valle 20 0 
Santanderes 31 9% 7 12 12% 9 
Norte de Santander 13 
  
3 
  Santander 18 7 
Tamaño de la población 331 100 
Frecuencia esperada 50% 50% 
Margen aceptable de error 9,8% 5,4% 
Número de muestras a 
procesar 95% confianza 
77 
 
Los aspirados nasofaríngeos procesados estaban almacenados a -20°C y eran 
procedentes del LSP de Bogotá con resultado enviado de la base de datos que 
mensualmente reportan al Grupo de inmunoprevenibles del Instituto Nacional de Salud. 
Para el análisis de muestras de los otros departamentos se usaron los extractos de ADN 
o eluidos que estaban procesados y almacenados de 4-8°C. Se evito la reprocesamiento 
de estas muestras desde el aspirado nasofaríngeo debido a la degradación de los ácidos 
nucleicos.  
3.4 Metodología del objetivo específico 1: Tipificar por 
PFGE y MLST los aislamientos de Bordetella 
pertussis que se encuentran desde 1995 
 
3.4.1 Introducción 
Para el desarrollo de este objetivo se realizaron los procedimientos descritos en los 
protocolos suministrados por el laboratorio de pertussis y difteria del CDC, los cuales han 
usado en diferentes publicaciones (10, 49, 50). Después se describirá el procedimiento 
para la tipificación de los genes de la fimbria 3, pertactina, subunidad 1 de la toxina 
pertussis y la zona promotora de la toxina pertussis, protocolo suministrado por el 
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laboratorio de pertussis y difteria del CDC, los cuales han usado en diferentes 
publicaciones (10, 50, 51). 
3.4.2 Electroforesis de campo pulsado 
Para iniciar esta descripción, en general lo que se realizó en esta técnica fue realizar el 
cultivo de los aislamientos, y a partir de estos, se fabricaron bloques de agarosa para 
obtener pequeños cortes de estos (Bloque: cortes de 1 x 100 mm de agarosa mezclado 
con solución de aislamiento), y colocarlos en un gel de agarosa 10 x 25 cm, con el fin de 
realizar una electroforesis de campo pulsado en un equipo CHEFF (contour-clamped 
homogeneous electric field) . Por último, se obtuvo una foto de gel de la electroforesis y se 
analizaron los patrones de bandeo en un software para la asignación del tipo de perfil y 
análisis filogenético. Esta técnica necesitó de la cepa B. pertussis A639 (proporcionado por 
el CDC) para realizar la alineación de los geles. 
❖ Preparación de los bloques en el gel 
➢ Se sembraron los aislamientos a analizar y la cepa control a partir del 
criobanco de perlas almacenados a -70°C del Grupo de Microbiología. 
Se tomó una crioperla con un asa de 10 µl para sembrarlo en forma 
masiva en una caja de Petri con agar Regan Lowe sin cefalexina, se 
incubó por 3 días de 35-37°C en una incubadora que conserva la 
humedad (Procedimientos internos del Grupo de Microbiología). 
➢ Pasado los tres días se usaron hisopos de algodón estéril con el que se 
tomaron de 5 a 10 colonias para suspenderlas en 2 ml de solución 
tamponada TE en tubos de Khan. 
➢ Se midió la turbidez de la suspensión celular a 0,52-0,60 de absorbancia 
usando un espectrofotómetro. 
➢ Se transfirió 200 µl de la suspensión celular en tubos de 1,5 ml para 
microcentrífuga. 
➢ Luego a cada tubo de microcentrífuga con la suspensión:  
▪ Se adicionó 20 µl de proteinasa K y se mezcló suavemente. 
▪ Después se adicionó 200 μl de Agarosa SeaKem Gold al 1% 
que se mantuvo a 55°C, luego se mezcló y se aspiró con la 
micropipeta evitando la creación de aerosoles y burbujas. 
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▪ Con la suspensión en la micropipeta inmediatamente se 
colocó en 2 pozos disponibles en el molde para realizar 
bloques de Bio-Rad (Reusable Plug Mold #1703622). 
▪ Se incubaron los bloques a temperatura ambiente hasta quedar 
sólidos (tiempo aproximado 15 min). 
➢ Después de crear el bloque se preparó en un tubo cónico de 50 ml= 5 
ml de solución tamponada de EDTA/sarcosina (ES) + 25 ul de 
proteinasa K. El resultado de esta combinación es una solución llamada 
ESP. 
➢ Se transfirieron los dos bloques a los tubos cónicos con solución ESP 
usando una espátula y manipulándolos con delicadeza para evitar 
romper el bloque. 
➢ Luego se cerraron los tubos cónicos con tapas protectoras para lavado 
de bloques (Screened Caps #1703711.Bio-Rad) y la respectiva tapa del 
tubo cónico. 
➢ Se incubaron los tubos en un baño serológico a 50 C° durante 2h con o 
sin shaker. 
 
❖ Lavado de Bloques 
➢ Pasada la incubación se quitó la tapa del tubo cónico manteniendo en 
el tubo la tapa protectora, se volteó totalmente el tubo vertiendo la 
solución ESP en un recipiente. 
➢ Para iniciar los lavados se adicionó 5 ml de agua destilada a los bloques 
sin quitar las tapas protectoras. Se agitó suavemente el tubo para 
enjuagar los bloques. 
➢ Luego se vertió el agua en el recipiente de descarte y se adiciono 
nuevamente 5 ml de agua destilada a los bloques. 
➢ Se repitieron los dos pasos anteriores dos veces más (total cuatro 
lavados). 
➢ Luego de realizar el último lavado y sin descartar el agua se incubaron 
los bloques en un baño serológico a 50oC por 15 min. 
➢ Pasado el tiempo se vertió nuevamente el líquido en un recipiente de 
desecho y se adicionó 5 ml de solución tamponada TE para lavado 
bloque. 
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➢ Se incubaron los tubos en baño serológico a 50oC por 15 min. 
➢ Se repitieron los dos pasos anteriores por dos veces más (total tres 
lavados). Los lavados eran importantes para remover en su totalidad la 
solución tamponada ESP para que no interfiera con la digestión de la 
enzima de restricción XbaI. 
➢ Se reemplazó el lavado final con solución tamponada TE para lavado 
bloque. Los bloques se almacenaron a 4°C antes de la digestión con la 
enzima de restricción y electroforesis. 
 
❖ Digestión con enzima de restricción 
 
➢ Antes de manipular los bloques se prepararon en tubos de 
microcentrífuga de 1,5 ml, 200 µl de solución tamponada para 
restricción con XbaI 1X (ver en soluciones de trabajo). 
➢ Se removió el bloque con una espátula y se colocó en una lámina 
portaobjetos. 
➢ Se cortó dos piezas de agarosa en 1 mm de ancho por el lado corto del 
bloque con una hoja bisturí, este procedimiento se realizó por cada 
aislamiento a analizar (máximo 12) y para la cepa control se necesitó 
duplicado de este mismo procedimiento con el fin de colocar tres cortes 
de bloque control para el análisis electroforético. 
➢ Se transfirieron los dos cortes de aislamientos y cepa control a los tubos 
de microcentrífuga con solución tamponada para restricción con 
XbaI 1X. 
➢ Se incubaron los cortes de los bloques a 37oC por 12 h. 
 
❖ Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) 
➢ Antes de iniciar la electroforesis: 
▪ Se tuvo que mantener 2,5 L de buffer Tris/Borato/EDTA 
(TBE) al 0.5X a 14°C en el equipo CHEF-DR III o CHEF 
Mapper de BioRad encendiendo el módulo de enfriamiento. 
▪ Por otro lado, se preparó 105 ml de agarosa SeaKem Gold 
al 1% con TBE al 0.5X y se mantuvo temperado a 50°C en 
un baño serológico en frasco Schott de 200 ml, además se 
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separó 5 ml de la agarosa en un tubo cónico de 15 ml para 
el posterior sellamiento del gel que se nombrará más 
adelante. 
▪ Se debió armar el molde para el montaje del gel con el 
Standard Casting Stand #1703689. 
➢ Con un asa de 1 µL se removieron los dos cortes del bloque y se 
dispusieron en los bordes de los dientes del peine (15 pozos, 14 cm, 1,5 
mm) y manteniéndolos por 5 minutos a temperatura ambiente de 
laboratorio (20-25°C) para permitir que se adhieran al peine. 
➢ Los cortes de la cepa control se colocaron en la posición 1,8 y 15 de los 
dientes del peine dejando disponibles los espacios 2-7 y 9-14. 
➢ Después de colocar en el peine los cortes de los bloques sobre el 
soporte de fundición de 14x13 mm (Standard Casting Stand #1703689), 
se añadió con cuidado los 100 ml de agarosa, este proceso se realizó 
con lentitud con el fin de evitar el desprendimiento de los cortes de los 
bloques.  
➢ Se dejó polimerizar el gel por 20 minutos a temperatura ambiente de 
laboratorio. 
➢ Pasado el tiempo se retiró con cuidado el peine dejando una hendidura 
en gel el cual fue sellado con la reserva de agarosa de 10 ml. 
➢ Se dejó polimerizar el gel por 15 minutos.  
➢ Después de colocó el gel en la zona central del CHEF sumergido en el 
buffer TBE que se mantuvo a 14°C al inicio del procedimiento.  
➢ Se configuró el equipo de la siguiente manera:  
▪ Tiempo inicial de Switch......2.2 s 
▪ Tiempo final de Switch......35.0 s 
▪ Tiempo de corrida...................18.00 h 
▪ Velocidad de la bomba…………...70 
▪ Angulo incluido.............120° 
▪ Gradiente...................6.0 V/cm 
▪ Temperatura................14°C 
▪ Factor de rampa...........lineal 
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❖ Tinción del Gel 
➢ Tras la corrida de PFGE, se removió el gel cuidadosamente y se colocó 
en una cubeta para tinción de geles que contenía 250 ml de agua tipo II 
con 10 µl de una solución de 10 mg / ml de bromuro de etidio y se agitó 
en un shaker por 30 minutos. 
❖ Documentación 
➢ Para tomar la foto de la electroforesis se usó el equipo Gel Doc de Bio-
Rad capturando la foto con el software Quantity One y guardando el 
archivo de imagen en formato pulsenet (TIFF; .tiff) para poder ser 
analizado por Gel CompareII. 
3.4.3 Análisis de geles para PFGE 
 
Las imágenes de geles en formato TIFF se interpretaron en el software Gel Compare II 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la normalización de las distancias de 
migración de los fragmentos de ADN en los geles se utilizó los fragmentos generados por 
el control B. pertussis A639 usando las medias de los pesos moleculares asignados en la 
publicación “ Reproducibility of Bordetella pertussis Genomic DNA Fragments Generated 
by XbaI Restriction and Resolved by Pulsed-Field Gel Electrophoresis” (tabla 3-3)  (52).  
Los perfiles fueron asignados entre 125- a 450-kb del control B. pertussis A639 (50). Los 
aislamientos que difirieron con más de un patrón de banda de ADN se definieron como 
perfil PFGE distinto(53). El algoritmo UPGMA fue utilizado como método de agrupamiento, 
con una tolerancia de banda del 1% y una optimización del 1% ajustado con el coeficiente 
de Dice(53). Todos los perfiles fueron verificados por comparación visual. Los perfiles de 







36 Caracterización molecular de Bordetella pertussis, 1995-2014 
 
Tabla 3-3: Asignación del peso al patrón de bandeo al control A639 de acuerdo a la 






Para la visualización de los resultados se identificaron los perfiles circulantes frecuentes 
realizando una agrupación por tres años para visualizar la circulación de patrones. La 
diversidad genética fue calculada por grupo de año usando el índice de diversidad de 
Simpson. También se realizó un dendrograma para visualizar los patrones y variables 
disponibles de los aislamientos.  
Los archivos obtenidos de la PFGE también fueron proporcionados al laboratorio de difteria 
y pertussis del CDC para la asignación de identidad a los patrones por pareo en las bases 
de datos del CDC almacenadas en el programa Bionumerics, En el caso que se encuentre 
patrones únicos colombianos se le asignará el nombre Colombia y un número de acuerdo 
con el orden de aparición.  
Preparación de soluciones para PFGE y medio de cultivo 
❖ Suspensión celular TE (Tris-EDTA) Buffer (100mM Tris pH 7.5 y 100mM EDTA, 
pH 7.5) 
➢ 10 ml de 1M Tris, pH 7.5 
➢ 20 ml de 0.5M EDTA, pH 7.5 
➢ Diluir hasta 100 ml con agua destilada estéril. 
➢ Filtrar el esterilizado, almacenar a 18-26°C por hasta 1 año. 
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❖ Agar Regan Lowe sin cefalexina 
➢ Agar Regan Lowe (Difco®) 62,5 g  
➢ Disuelva en 1000 ml de agua tipo I  
➢ Esterilice en autoclave a 121°C por 15 min.  
➢ Cuando la base este a temperatura de 50°C suplementar con 10 % 
v/v con sangre de caballo.  
➢ Sirva el medio de transporte en cajas de Petri. 
➢ Deje solidificar y almacene a 4 °C. 
 
❖ Buffer ES (0.5M EDTA, pH 9.0; 1% sodium-lauryl-sarcosine) 
➢ 93.05 g EDTA 
➢ Agregar 350 mL de agua destilada cálida en un beaker con una barra 
de agitación. 
➢ Mientras se agita, añadir hojuelas de NaOH hasta un pH de 8.5 
➢ Ajustar el pH a 9.0 con 10N NaOH. 
➢ Enfriar a temperatura ambiente y revisar nuevamente el pH y ajustar 
si es necesario. 
➢ Agregar 5 g sodium-lauryl-sarcosine 
➢ Ajustar el volumen a 500 mL con agua destilada 
➢ Esterilizar filtrando y almacenar de 18-26°C hasta por un (1) año. 
 
❖ Buffer de lavado bloque (10.0 mM Tris, y 1.0 M EDTA, pH 7.5) 
➢ 10 mL 1M Tris, pH 7.5 
➢ 2 mL 0.5M EDTA pH 7.5 
➢ Aforar hasta 1 L con agua destilada estéril 
➢ Esterilizar filtrando y almacenar de 18-26°C hasta por un (1) año. 
➢ Buffer 10X (Tris-borate-EDTA) 
 
❖ TBE 10X  
➢ Trisma base 108 g 
➢ Ácido bórico  55 g 
➢ EDTA pH 8,0 0.5M  40 ml 
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➢ Ajustar volumen a 1000 ml  
➢ Esterilizar a 121ºC por 15 minutos  
 
❖ Buffer 1X (Tris-borate-EDTA) 
➢ TBE 10X  100 ml 
➢ Agua destilada 900 ml 
 
❖ Agarosa al 1% SeaKem Gold  
➢ 1 g de agarosa SeaKem Gold. 
➢ Suspender la agarosa en 100 ml de TBE 0.5X 
➢ Calentar en el microondas en intervalos de 30s hasta que los 
cristales se disuelvan totalmente. 
➢ Calentar en el baño serológico a 50°C por 15 min antes de verter. 
 
❖ Proteinasa K (20 mg/ml) 
➢ Para preparar el diluyente coloque en un tubo cónico de 10 ml: 2499 
µl de glicerol + 833,33 µl de TrisHCl 1M, pH 7,5 + 1666,66 µl de 
CaCl2 1M. 
➢ Adicione 100 mg de Proteinasa K en los 5 ml de solución de TrisHCL 
10mM, pH 7,5 + 20mM de CaCl2 + 50% de glicerol preparada en el 
ítem 13.1.5.2 
➢ Realizar alícuotas de 100 µl y almacenar a -20°C.  
 
❖ Hidróxido de sodio 10N (NaOH 10N) 
➢ Pese 39,997 en una balanza con la protección necesaria para 
vapores 
➢ Agregue las hojuelas en pequeñas porciones en 100 ml de H20 
destilada (Precaución: recuerde que la solución se calienta y 
produce vapores). 
➢ Esterilice a 121°C por 15 minutos a 15 libras de presión. 
➢ Almacenar a temperatura ambiente.  
 
❖ Solución de restricción XbaI 
➢ Sirva las cantidades de acuerdo con la siguiente tabla: 
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Tabla 3-4: Volúmenes de reactivos para la solución de restricción XbaI 
 
Reactivos Cantidad para una restricción (µl) 
Agua desionizada 174 
Buffer enzima de restricción 10X (buffer D/multicore H) 20 
Restriction Enzyme, 10U/µl   4 
Albúmina sérica bovina acetilada, 10µg/µl  2 
Total 200 
Nota: se debe multiplicar estas cantidades de acuerdo con el número de aislamientos que se 
analizarán incluyendo los controles. 
3.4.4 Tipificación de secuencia Multilocus (MLST) 
 
Se realizó un análisis de los genes que codifican para las proteínas de superficie que 
muestran un mayor grado de polimorfismo comparado con los genes housekeeping 
utilizados en MLST para Bordetella pertussis (adk, fumC, glyA, tyrB, icd, pepA, pgm) (54). 
Los blancos utilizados fueron: el promotor de la toxina pertussis ptxP, la subunidad A de la 
toxina pertussis, el gen de la fimbria (fim3) y parte del gen de pertactina (prn), estos genes 
fueron secuenciados de acuerdo a lo descrito previamente por Schouls y Loo (43, 54). Los 
iniciadores utilizados para este estudio se encuentran listados en la tabla 3-5.  
Tabla 3-5: Iniciadores usados para MLST 
Nombre del 
iniciador 
Secuencia Concentración  




Fim3F 5'-CCCCCGGACCTGATATTCTGATG 0.3 uM 801 pb Tsang 2004 
Fim3R 5'-GCTGAGCGTGCTGAAGGACAAGAT 0.3 uM Tsang 2004 
PTX-PF 5'-AATCGTCCTGCTCAACCGCC 0.3 uM 1201 pb Schouls 2004 
ptxSR 5'-GTTCGGACCAGGCTGCCATG 0.3 uM Schmidtke 2009 
Ptox1Fpert 5’-CCCTCGATTCTTCCGTACATCC 0.3 uM Uso en 
secuenciación 
CDC no publicado 
PRN-AF 5'-GCCAATGTCACGGTCCAA 0.5 uM 1428 pb Schouls 2004 
PRN-BR 5'-CGGATTCAGGCGCAACTC 0.5 uM Mooi 1998 
 
En la figura 3-1 se muestra el flujograma de trabajo para la tipificación de MLST. Este 
flujograma tiene modificaciones del protocolo proporcionado por el CDC con el fin de 




40 Caracterización molecular de Bordetella pertussis, 1995-2014 
 




A continuación, se describe el procedimiento para MLST: 
❖ Recuperación de aislamientos  
➢ Se sembraron los aislamientos a analizar y la cepa control a partir del 
criobanco de perlas almacenados a -70°C del Grupo de Microbiología. 
Se tomó una crioperla con un asa de 10 µl para sembrarlo en forma 
masiva en una caja de Petri con agar Regan Lowe sin cefalexina, se 
incubó por 3 días de 35-37°C en una incubadora que conserva la 
humedad. 
➢ Pasado los tres días se realizó una suspensión de 5 a 10 colonias en 
solución salina al 0,85% con un asa de 10 µl en un criovial de 2 ml para 
almacenarlo a -70°C antes de realizar la extracción. 
❖ Extracción de ADN por el método de columna (QIAamp de QIAGEN) 
➢ Se transfirieron 20 µL de proteinasa K (incluida en el estuche a una 
concentración de 20µg/mL), en un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL. 
➢ Se agregaron 200 µL de la muestra  
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➢ Por cada diez muestras, se colocó un control de extracción, agregando 
200 µL de agua de PCR en la cabina de extracción de muestras clínicas. 
➢ Se agregaron 200 µL de Buffer AL a cada tubo. 
➢ Se mezcló en un agitador vórtex durante 5s. 
➢ Se incubaron los tubos de 56°C±5 en baño serológico durante 10 min. 
➢ Se centrifugaron ligeramente los tubos para remover las gotas de 
líquido dentro de las tapas. 
➢ Se agregaron 200 µL de etanol grado molecular a cada tubo.  
➢ Se mezcló cada tubo en un agitador vórtex por 5s y se centrifugaron 
ligeramente a más de 10.000 r.p.m. 
➢ Se transfirió la mezcla en una columna QIAamp. 
➢ Se centrifugaron las muestras a 13.000 r.p.m. durante 1 min. 
➢ Se colocaron las columnas en tubos de colección limpios y se 
descartaron los tubos anteriores.  
➢ Se agregaron 500 µL de Buffer AW1 a cada columna. 
➢ Se centrifugaron las muestras a 13.000 r.p.m. durante 1 min, dejando 
un espacio entre tubo y tubo en el rotor de la microcentrífuga. 
➢ Se colocaron las columnas en tubos de colección limpios y se 
descartaron los tubos anteriores 
➢ Se agregaron 500 µL de Buffer AW2 a cada columna 
➢ Se centrifugaron las muestras a 13.000 r.p.m. durante 3 min, dejando 
un espacio en la microcentrífuga entre tubo. 
➢ Se removieron las muestras de la microcentrífuga. Se colocaron las 
columnas en tubos de colección y se descartaron los tubos anteriores.  
➢ Se agregaron 100 µL de Buffer AE a cada columna.  
➢ Todas las columnas se incubaron a temperatura ambiente (10-30°C) 
durante 1 min. 
➢ Se centrifugaron las columnas a 13.000 r.p.m. durante 1 min. 
➢ Se centrifugaron de nuevo con 100 µL de Buffer AE a todas las 
columnas.  
➢ Se descartaron las columnas y se almacenaron los eluidos de ADN de 
4-8°C hasta realizar la PCR. 
➢ Las extracciones analizadas se almacenaron a de -20 a -70C° 
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❖ Medición de ADN 
➢ El ADN se cuantificó en un espectrofotómetro de luz ultravioleta (Nano-
Drop 2000c) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Los criterios 
de calidad para la aceptación del eluido fueron: concentración mayor a 
20 ng/μl y relación 260/280 entre 1,65 - 2. 
▪ La concentración debe ser mayor a 20ng/µl por ser la 
cantidad mínima confiable que puede cuantificar el equipo 
➢ Usando la ecuación de las disoluciones (V1.C1 = V2.C2) se realizaron 
los ajustes de concentración de ADN para los 5 ng/μl de concentración 
final de: 
▪ Concentración inicial (C1) = lectura del nanodrop en ng/μL 
▪ Volumen inicial (V1) = X µl (volumen de ADN que colocará) 
▪ Concentración final (C2) = 5 ng/μl  
▪ Volumen final (V2) = 1000 µl  
 
❖ PCR convencional para amplificación de genes fim3, ptxA, ptxP y prn. 
➢ Teniendo en cuenta que los protocolos del CDC usaron la enzima Cat 
No./ID: 203443 HotStarTaq Master Mix Kit de 250U (que contiene 250 
units HotStarTaq DNA Polymerase, PCR Buffer with 3 mM MgCl2, and 
400 µM of each dNTP), fue necesario normalizar la técnica a razón de 
que se realizó las PCRs con la enzima Cat No./ID: 203603 HotStarTaq 
Plus DNA Polymerase 250 (10x PCR Buffer, 10x CoralLoad PCR Buffer, 
5x Q-Solution, 25 mM MgCl2) que no contienen dNTP y vienen los 
reactivos por separado. Los protocolos finales con que se realizaron los 
experimentos se muestran en las tablas 3-4, 3-5 y 3-6. 
➢ Los iniciadores se solicitaron a 200nmol y para la reconstitución del 
liofilizado se tuvo en cuenta el siguiente cálculo para normalizarlo a 
100µM con agua grado molecular:  
▪ 200nmol   =       200 x 10-9mol     =      0.1 x 10-3 M =    100µM 
                                   2000 µl              2000x10-6 µl 
 
➢ Para obtener una concentración final de los primers de trabajo a 10 µM 
antes de realizar las mezclas de PCR se diluyeron con un factor de 10 
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a partir de los primers reconstituidos en el punto anterior como se 
observa en las tablas las tablas 3-6, 3-7 y 3-8. 
Tabla 3-6: Volúmenes de reacción y condiciones de amplificación de PCR para la 
pertactina 
PCR para pertactina (prn) 












H20   15,5 
Activación de la 
enzima 
95 15 min - 
DMSO (M) 14,1 1,1 2 Desnaturalización 94 45 s 35 
Buffer 10X 
PCR 
10 1 2,5 Anillamiento 57 45 s   




PRN-AF (µM) 10 0,3 0,75 Elongación final 72 3 min - 




500 2,5 0,5 
Banda esperada: ≈1428-1533 pb MgCl2 25 0,5 0,5 
ADN (ng/µl) 5 0,4 2 
TOTAL   25 
 
 
Tabla 3-7: Volúmenes de reacción y condiciones de amplificación de PCR para el gen 
de la fimbria 3 
PCR para fimbria 3 (fim3) 












H20   14,39 






DMSO (M) 14,1 1,1 2 Desnaturalización 94 45 s 
35 Buffer 10X PCR 10 1 2,5 Anillamiento 57 45 s 
dNTP's (µM) 10000 200 0,5 Extensión 72 1 min 
Fim3F (µM) 10 0,4 1 Elongación final - - - 
Fim3R (µM) 10 0,644 1,61 Conservación 4-12 Hold - 
HotStar-DNA 
Polymerase (U) 500 2,5 0,5 Banda esperada de 801 pb 
MgCl2 25 0,5 0,5 
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ADN (ng/µl) 5 0,4 2 
TOTAL   25 
 
Tabla 3-8: Volúmenes de reacción y condiciones de amplificación de PCR para el den 
de la toxina y respectiva zona promotora 
PCR para promotor y subunidad de la toxina (ptxP-ptxA) 












H20   15,5 






DMSO (M) 14,1 1,1 2 Desnaturalización 94 45 s 35 
 
 
Buffer 10X PCR 10 1 2,5 Anillamiento 57 45 s 
dNTP's (µM) 10000 200 0,5 Extensión 72 1 min 
ptxPR-F (µM) 10 0,3 0,75 Elongación final - - - 
ptxS-R (µM) 10 0,3 0,75 Conservación 4-12 Hold - 
HotStar-DNA 
Polymerase (U) 
500 2,5 0,5 
Banda esperada: 1201 MgCl2 25 0,5 0,5 
ADN (ng/µl) 5 0,4 2 
TOTAL   25 
 
➢ Cuando finalizaron las PCRs se almacenaron a 4-8°C antes de realizar 
la electroforesis para verificar la amplificación de los blancos en estudio.  
 
❖ Visualización de productos de PCR 
➢ Se prepararon geles al 1% de agarosa UltraPure de Invitrogen, 
buffer TBE al 0,5 X y una concentración final de bromuro de etidio 
de 0,5µg/ml. 
➢ Se mezclaron 4µl de cada producto + 4 µl de buffer de carga 2 X 
Green Go Taq. 
➢ Se colocaron los 8 µl en cada pozo de cada producto y un marcador 
de peso molecular de 100pb Invitrogen para verificar el tamaño del 
producto post-electroforesis.  
➢ Los productos que amplificaron fueron seleccionados para 
secuenciación. 
❖ Secuenciación 
➢ Se contrató el servicio de secuenciación con la técnica Sanger. 
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3.4.5 Análisis de secuencias 
fim3 y ptxP 
Para asignar los alelos de la fimbria 3 y zona promotora de la toxina se realizaron los 
siguientes procesos de depuración de secuencias antes de asociarla algún alelo: 
Se descargaron los archivos de la página pubMLST-Bordetella pertussis de la Universidad 
de Oxford y esquema creado por Dimitri Diavatopoulos and Frits Mooi at the National 
Institute for Public Health and Environment (RIVM), Bilthoven, Netherlands (tabla 3-9). 
También se utilizaron las secuencias curadas por el CDC usadas en sus publicaciones que 
fueron obtenidas del GeneBank (tabla 3-10).  
Tabla 3-9: Nombre se esquemas, locus y número de alelos disponibles de las 













25 810 810 






46 2697 2805 






24 615 630 
V. Bouchez; S. Brisse; 
S. Hauck 
Other loci f_ptxP** 30 201 201 V. Bouchez; S. Brisse 
*fim3, **pertussis toxin gene promoter     
 
Tabla 3-10: Nombre se esquemas, locus y número de alelos disponibles de las 
secuencias de estudio https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_Bordetella_seqdef 
Locus Alelo 
Número de acceso al 
GeneBank 
Mostrado en una revista 
indexada de acuerdo al 
NCBI 
Zona promotora de la 
toxina pertussis 
ptxP1 FN252323.1 (55) 
ptxP2 FN252322.1 (55) 
ptxP3 FN252324.1 (55) 
ptxP4 FN252325.1 (55) 
ptxP5 FN252326.1 (55) 
ptxP6 FN252327.1 (55) 
ptxP7 FN252328.1 (55) 
ptxP8 FN252329.1 (55) 
ptxP9 FN252330.1 (55) 
ptxP10 FN252331.1 (55) 
ptxP11 FN252332.1 (55) 
ptxP12 FJ980276.1 (9) 
ptxP13 CP019869.1 No publicado 
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ptxP14 FR854395.1 No publicado 
ptxP15 HM440343.1 (56) 
ptxP16 HM440344.1 (56) 
ptxP17 HM440341.1 (56) 
Subunidad A de la toxina 
pertussis 
ptxA1 AJ245366.1 (57) 
ptxA2 AJ245367.1 (57) 
ptxA3 CP014153.2 No publicado 
ptxA4 AJ245368.1 (57) 
ptxA5 AJ006151.1 (58) 
ptxA6 AJ506994.1 (59) 
ptxA7 AJ506995.1 (59) 
Gen de la pertactina 
prn1 AJ011091.1 (57) 
prn2 AJ011092.1 (57) 
prn3 AJ011093.1 (57) 
prn4 AJ011015.1 (60) 
prn5 AJ011016.1 (61) 
prn6 AF456357.1 No publicado 
prn7 AJ133784.1 (57) 
prn8 AJ133245.1 (57) 
prn9 AF456356.1 No publicado 
prn10 AJ430832.1 (11) 
prn11 AJ507642.1 (59) 
prn12 AB278117.1  
prn13 EF486277.1 No publicado 
prn14 HQ165753.1 (62) 
prn15 KX778732.1 No publicado 
prn16 KC981248.1 (63) 
prn17 KC981249.1 (63) 
prn18 KX778733.1 (63) 
Gen de la fimbria 
fim3-1 A X51543.1 (64) 
fim3-2 B AY464180.1 (65) 
fim3-3 C AY464181.1 (65) 
fim3-4 A* AY464179.1 (65) 
 
El archivo descargado en formato de texto fue colocado en la carpeta de las secuencias 
para realizar un proceso de integración con los archivos de texto en la carpeta de las 
muestras usando el comando:(TYPE *.txt > “nuevo_archivo”. temp). Cambiando la 
extensión. temp a .txt se realizó una alineación múltiple con MUSCLE para obtener 
secuencias de la misma longitud con el fin de editar al mismo tiempo, este proceso se 
realizó con los softwares SEQULATOR y MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis version 7.0). Para la asignación del alelo fim y ptxP se creó dendrogramas de 
acuerdo con la similitud de las secuencias con el algoritmo UPGMA. Las secuencias de las 
muestras que mostraron 100% de similitud con algún alelo de la pubMLST le fue asignado 
ese mismo alelo. Las denominaciones que se usaron para la asignación de los alelos fim3, 
son las usadas por Tsang y colaboradores (65) donde se indica la proteína entre el 
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paréntesis: fim3-1 (fim3A), fim3-2 (fim3B), fim3-3 (fim3C) y fim3-4 (fim3A *). En la tabla 3-
10 se muestra las mutaciones que asignan la nomenclatura. 
 
Tabla 3-11: Alelos de Fim3 
 
Tipo Fim 3 Región polimórfica de los 
tipos de secuencia Fim3a 
Fim3 A              85      259      388 
ACC // GCG // ACC // 
                T           A           T 
Fim3 A* ACT // GCG // ACC // 
                T           A           T 
Fim3 B ACC // GAG // ACC // 
                T           E           T 
Fim3 C ACC // GAG // GCC // 
                T           E           A 
a Los números se refieren a los residuos subrayados. Los aminoácidos están indicados 
debajo de cada codón. La numeración es relativa al inicio del marco de lectura abierto.  
 
ptxS y prn 
Para asignar los alelos de la toxina y pertactina se realizaron los siguientes procesos de 
depuración: Los archivos. ab1 fueron alineados y editados con el software SeqmanPro de 
DNASTAR. La secuencia consenso fue colocada en “sequence query” de la página de 
pubMLST (figura 3-2) o en Mega 7 con el archivo total de alelos descargado de 
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_Bordetella_seqdef.  Las diferencias encontradas 
fueron verificadas en el cromatograma que se visualizaba en Seqman Pro. 
Figura 3-2: Visualización de la página pubMLST- Sequence query  
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Los primers utilizados para la tipificación de la pertactina se encuentran en una zona 
polimórfica que toma la región 1 y 2 (la región tripéptido RGD y la región 2 PQP) de la 
P69 que codifican las zonas inmunoprotectoras de la proteína. La zona que se secuenció 
se encuentra entre 505-AF hasta la 1910 BR (figura 3-3) (57). 
 
Figura 3-3: Esquema del gen de pertactina de B. pertussis (prnA) que codifica el 
precursor P.69 que muestra regiones de polimorfismo, adaptado de Fry et al, 2001 
modificado por el CDC. (66)  
 
 
❖ Visualización de productos de PCR 
➢ Se prepararon geles al 1% de agarosa UltraPure de Invitrogen, 
buffer TBE al 0,5 X y una concentración final de bromuro de etidio 
de 0,5µg/ml. 
➢ Se mezclaron 4µl de cada producto + 4 µl de buffer de carga 2 X 
Green Go Taq. 
➢ Se colocaron los 8 µl en cada pozo de cada producto y un marcador 
de peso molecular de 100pb Invitrogen para verificar el tamaño del 
producto post-electroforesis.  




➢ Se contrató el servicio de secuenciación con la técnica Sanger. 
¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. 49 
 
3.5 Metodología del objetivo específico 2: Tipificar 
por MLST las muestras nasofaríngeas de 
pacientes confirmados de 2016. 
 
Para el desarrollo de este objetivo se realizaron los mismos procedimientos para la 
tipificación de aislamientos para los genes de la fimbria 3, pertactina, subunidad 1 de la 
toxina pertussis y la zona promotora de la toxina pertussis (figura 3-4). Se realizaron 
algunos ajustes a las PCRs de los protocolos del CDC debido a la diferencia de reactivos 
y a la concentración desconocida de ADN de B. pertussis en las muestras clínicas. Los 
protocolos ajustados se encuentran en la metodología de MLST de aislamientos.  





Las muestras nasofaríngeas usadas tenían un resultado en el 2016 con la PCR en tiempo 
real realizado en el Grupo de Microbiología y Laboratorio de Salud pública de Bogotá con 
la metodología descrita por Tatti et, al (48) Con el fin de conocer el punto de corte en la 
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cual muestras nasofaríngeas la PCR de tipificación puede amplificar los genes de 
virulencia de B. pertussis se usaron los valores de Ct emitidos por la PCR en tiempo real 
como medida cuantitativa relacionada con concentración de ADN. Se realizó un ANOVA 
de los resultados obtenidos de las muestras tipificadas y no tipificadas y el punto de corte 
se escogerá el tercer cuartil de los resultados de las muestras que se tipificaron.  
3.6 Metodología del objetivo específico 3: Analizar la 
diversidad genética según los resultados de la 
tipificación de muestras y aislamientos. 
 
Para el análisis de diversidad se agruparon los patrones de PFGE y genotipos de 
MLST de aislamientos en periodos de tres años. El índice de diversidad de Simpson 
(DI) se utilizó para evaluar las frecuencias relativas de acuerdo a la metodología de 
los autores de Hunter y Gaston (67). Se calculó el índice para la frecuencia relativa 
de los patrones y los genotipos con el objetivo de evaluar la técnica de tipificación, 
también se calculó la diversidad por grupo de periodo. Se analizó la combinación 
PFGE + MLST creando la frecuencia relativa con un tipo diferente de 
Patrón/genotipo, por ejemplo: CDC002-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2 [patrón 
PFGE(CDC002)- genotipo MLST (prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2)]. El intervalo de 
confianza 95% para el índice de Simpson fue calculado de acuerdo al autor 
Grundmann (68) .Para el análisis de similitud se realizó un dendrograma con los 





















3.7 Metodología del objetivo específico 4: Realizar 
análisis de las variables demográficas, 




Para el análisis de los datos como asociaciones y frecuencias se utilizó el programa 
estadístico Epiinfo 7 (69). Se realizó un análisis bivariado para verificar que no hubiese 
diferencias de las muestras positivas tipificadas y las no tipificadas por sexo, grupo de edad 
y región, la prueba de χ2 fue usada para la comparación de proporciones; p<0.005 fue 
considerado significativo. Se realizó análisis univariado para establecer las frecuencias de 
distribución para las siguientes variables: procedencia, sexo, edad y grupo de edad, 






















4.1 Objetivo específico 1: Tipificar por PFGE y MLST los 
aislamientos de Bordetella pertussis que se 
encuentran desde 1995 
4.1.1 Ajustes al protocolo PFGE 
 
La metodología de PFGE del laboratorio de Difteria y Pertussis del CDC fue usada para 
desarrollar este objetivo. Hubo variaciones al protocolo debido a las condiciones 
interlaboratorios, por tanto, se realizó un primer gel siguiendo las instrucciones del 
protocolo original (figura 4-1) el cual se obtuvo una separación de bandas, pero con ruido 
en el corrido electroforético probablemente causado por un tiempo de exposición corto con 
la enzima de restricción, por tanto, se ajustó el protocolo de 2 horas a 18 horas. En la figura 
4-2 se muestra el resultado final con el ajuste realizado en el cual se observa un resultado 
con una separación y definición adecuada de las bandas para poder ser visualizadas y 
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Figura 4-1: Ajuste de tiempo enzima de restricción XbaI 
 





2 h de restricción 
con XbaI 




4.1.2 PFGE aislamientos 
De acuerdo con los registros del cepario del Grupo de Microbiología 118 aislamientos se 
almacenaron a -70°C en skim milk a 20% desde 1990 en el cual se encontraban cepas de 
referencia y aislamientos clínicos. El 68 % (n=80) de los aislamientos pudieron ser 
recuperados y procesados por PFGE. Como resultado del análisis de los 80 aislamientos 
se encontró que algunos perfiles pertenecían a cepas control, vacunas y Bordetella 
parapertussis, de acuerdo con el pareo de patrones encontradas en las bases de datos del 
laboratorio de pertussis y difteria del CDC (tabla 4-1).  
 










de Bordetella  
Total 
CDC002 10 - 10 
CDC007 6 - 6 
CDC010 26 - 26 
CDC013 17 - 17 
CDC 369-NIH PERFIL 465 CEPA DEL PERU 1950 - 2 2 
CDC028 1 - 1 
CDC038 2 - 2 
CDC046 3 - 3 
CDC054 (CEPA VACUNA 10536) - 6 6 
CDC364 (NIH PERFIL 1 MUESTRA 1943) - 4 4 
CDCO16 (PERFIL DE Bordetella parapertussis) - 1 1 
COLOMBIA* 2 - 2 
Total 67 13 80 
*El nombre del patrón fue asignado por este trabajo. 
 
De los 13 (16%) aislamientos recuperados que eran cepas de vacuna de los años 1995 
(n=4), 1997 (n=1), 1998 (n=2), 1999 (n=2), 2000 (n=2), 2002 (n=1) y una B. parapertussis 
fueron retiradas de los análisis de tipificación para MLST por no ser aislamientos clínicos 
colombianos, en consecuencia, se cambió el inicio de año del estudio de los aislamientos 
a 1999, además, se encontró en base de datos que eran cepas de vacuna. También se 
realizó PCR en tiempo real a la cepa con perfil de B. parapertussis siendo positiva la prueba 
para pIS1001, lo que confirma lo encontrado por la PFGE. 
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Dos (3%) de los 67 aislamientos no tuvieron asignación de perfil del CDC debido a que el 
patrón no estaba relacionado con otros patrones en la base de datos del CDC, por tanto, 
se le asignó el nombre patrón Colombia. El perfil CDC016 es un patrón relacionado con 
cepas de Bordetella parapertussis, por lo cual se realizó un análisis por PCR en tiempo 
real para confirmar el resultado del CDC en el cual se obtuvo un resultado positivo para el 
blanco pIS1001 (B. parapertussis). El 88% de los aislamientos analizados tenían los 
patrones CDC010, CDC013, CDC007 y CDC002 donde el más frecuente fue el patrón 10 
durante el periodo de análisis (figura 4-3). 
 
Figura 4-3: Distribución de patrones por PFGE 1999-2016 
 
 
Las características demográficas relevantes de los aislamientos analizados por PFGE 
fueron que el 67% eran procedentes de la ciudad de Bogotá, el año en que hubo más 
aislamientos fue el 2012 con 14 (20,3%) aislamientos, el 70,15% (24%) habían sido 
aislados del sexo femenino y el 77.3% habían sido aislados de los menores de 3 meses.  
 
Está definido que un clon de B. pertussis en PFGE es cuando la similitud del patrón 
electroforético es mayor a 99.99%, no obstante, en la figura 4-4 se observa que los 
aislamientos colombianos se agrupan con el patrón CDC002 de alta frecuencia en los 
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últimos 3 años y disperso por varios departamentos del país. En la figura 4-5 se observa 
una relación del CDC007 y CDC010 este último de alta frecuencia en Bogotá y en los años 
de la vigilancia, En la figura 4-6 se observa que se encuentran relacionados los patrones 
CDC 038, 046 y 013 este último también de alta frecuencia tanto en Bogotá como en los 
años de vigilancia. Por último, se observa que por debajo del 85% de similaridad se 















































4.1.3 Definición de bases usadas para análisis de MLST  
Antes de comenzar con la asignación alélica de los genes en estudio, primero se comparó 
la base de secuencias alélicas reportadas en el NCBI contra la base de pubMLST de 
Bordetella pertussis y se encontró:  
• Concordancia en las secuencias alélicas de los genes de la zona promotora de la 
toxina pertussis y de la fimbria.  
• No se encontró concordancia en la subunidad de la toxina (1/7) y tampoco en la 
pertactina (1/17) (tabla 4-2). De acuerdo con los hallazgos se seleccionó para los 
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análisis las secuencias obtenidas del NCBI y que son usadas por el CDC para sus 
análisis y publicaciones.  
 





en la base 
pubMLST de B. 
pertussis 
Diferencias encontradas entre las secuencias 
FN252323.1 ptxP1 1 No hay diferencia 
FN252322.1 ptxP2 2 No hay diferencia 
FN252324.1 ptxP3 3 No hay diferencia 
FN252325.1 ptxP4 4 No hay diferencia 
FN252326.1 ptxP5 5 No hay diferencia 
FN252327.1 ptxP6 6 No hay diferencia 
FN252328.1 ptxP7 7 No hay diferencia 
FN252329.1 ptxP8 8 No hay diferencia 
FN252330.1 ptxP9 9 No hay diferencia 
FN252331.1 ptxP10 10 No hay diferencia 
FN252332.1 ptxP11 11 No hay diferencia 
FJ980276.1 ptxP12 12 No hay diferencia 
CP019869.1 ptxP13 13 No hay diferencia 
FR854395.1 ptxP14 14 No hay diferencia 
HM440343.1 ptxP15 15 No hay diferencia 
HM440344.1 ptxP16 16 No hay diferencia 
HM440341.1 ptxP17 17 No hay diferencia 
AJ245366.1 ptxA1 1 No hay diferencia 
AJ245367.1 ptxA2 4 Alelo es 2 
CP014153.2 ptxA3 23 Alelo es 3 (714A → 714G) 
AJ245368.1 ptxA4 5 Alelo es 4 
AJ006151.1 ptxA5 8 Alelo es 5 
AJ506994.1 ptxA6 9 Alelo es 6 
AJ506995.1 ptxA7 1 Alelo es 7 (255C → 255T) 
AJ011091.1 prn1 1 No hay diferencia 
AJ011092.1 prn2 9 Alelo es 2 
AJ011093.1 prn3 23 Alelo es 3 
AJ011015.1 prn4 5 Alelo es 4 
AJ011016.1 prn5 5  
No hay diferencia en el nombre, pero si en la 
secuencia (816CTTCGG→ 
816TGCG.T) 
AF456357.1 prn6 4 Alelo es 6 
AJ133784.1 prn7 41 Alelo es 7 
AJ133245.1 prn8 5  
Alelo es 8 (813C → 813T 
1580T → 1580G) 




Alelo es 10 
(305C → 305T) 
(390T → 390C) 
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(803C → 803G) 
(1025C → 1025T) 
(1227C → 1227T) 
(1610T → 1610G) 
(2564A → 2564G) 
(1781CGCAGCCGC → 1781) 




Alelo es 12 




Alelo es 13 








Alelo es 15 
(615T → 75C) 
(803G → 263C) 
(836A → 296G) 
(852C → 312T) 
(867C → 327T) 
(882C → 342T) 
(956C → 416G) 
(993A → 453G) 
(1005G → 465A) 
Truncado en la posición 1081 de la secuencia de 
pubMLST 
KC981248.1 prn16 1 Alelo es 16 (26T → 26A) 
KC981249.1 prn17 9 Alelo es 17 (2526C → 2526T) 
KX778733.1 prn18 31 Alelo es 18 (831CTTC.G→ 291TGCGGT) 
X51543.1 fim3-1 A 1 No hay diferencia 
AY464180.1 fim3-2 B 2 No hay diferencia 
AY464181.1 fim3-3 C 3 No hay diferencia 





4.1.4 MLST aislamientos 
De la tipificación por MLST (tabla 4-2) se obtuvo que el 100% de las cepas tenían un 
genotipo de la zona promotora ptxP3 y gen de la toxina A ptxA1. Del gen fimH que sintetiza 
la fimbria 3 el alelo más frecuente fue el fim3-1 presente en 45 aislamientos (67,2%). Por 
otro lado, la prn2 fue el alelo predominante con 90% (n=60), no obstante, cuatro 
aislamientos no pudieron ser tipificados porque no amplificaron en la PCR de pertactina 
para realizar la secuenciación. 





Tabla 4-3: Número de aislamientos y perfiles del PFGE asignados por CDC 1999-
2016. 
 
AÑO Código aislamiento Patrones prn ptxP ptxA fim3 
1999 BPCOL-09 CDC010 9 3 1 1 
2000 BPCOL-13 CDC007 2 3 1 1 
2000 BPCOL-14 CDC010 NT 3 1 1 
2000 BPCOL-15 CDC013 NT 3 1 2 
2000 BPCOL-16 CDC010 2 3 1 1 
2000 BPCOL-17 CDC010 2 3 1 1 
2000 BPCOL-18 CDC010 2 3 1 1 
2001 BPCOL-19 CDC007 2 3 1 1 
2001 BPCOL-20 CDC010 2 3 1 1 
2001 BPCOL-21 CDC002 2 3 1 1 
2001 BPCOL-22 CDC013 2 3 1 2 
2001 BPCOL-23 CDC007 NT 3 1 1 
2004 BPCOL-25 CDC010 NT 3 1 2 
2004 BPCOL-26 CDC046 2 3 1 1 
2004 BPCOL-27 CDC038 9 3 1 2 
2004 BPCOL-28 CDC038 15 3 1 2 
2004 BPCOL-29 CDC010 2 3 1 1 
2006 BPCOL-31 CDC013 2 3 1 2 
2006 BPCOL-32 CDC010 2 3 1 1 
2006 BPCOL-33 CDC013 2 3 1 2 
2006 BPCOL-34 CDC013 2 3 1 2 
2006 BPCOL-35 CDC010 2 3 1 2 
2006 BPCOL-36 CDC013 2 3 1 2 
2006 BPCOL-37 CDC010 2 3 1 1 
2006 BPCOL-38 CDC013 2 3 1 2 
2006 BPCOL-39 CDC010 2 3 1 2 
2006 BPCOL-40 CDC013 2 3 1 2 
2006 BPCOL-41 CDC010 2 3 1 2 
2007 BPCOL-42 CDC013 2 3 1 2 
2009 BPCOL-43 CDC013 2 3 1 1 
2009 BPCOL-44 CDC046 2 3 1 2 
2009 BPCOL-45 CDC013 2 3 1 2 
2009 BPCOL-46 CDC007 2 3 1 2 
2009 BPCOL-47 CDC002 2 3 1 1 
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AÑO Código aislamiento Patrones prn ptxP ptxA fim3 
2010 BPCOL-48 CDC013 2 3 1 1 
2011 BPCOL-49 CDC013 2 3 1 1 
2011 BPCOL-50 CDC046 2 3 1 2 
2011 BPCOL-51 CDC013 2 3 1 1 
2011 BPCOL-52 CDC010 2 3 1 1 
2011 BPCOL-53 CDC010 2 3 1 1 
2012 BPCOL-54 CDC007 2 3 1 2 
2012 BPCOL-55 CDC007 2 3 1 1 
2012 BPCOL-56 CDC010 2 3 1 1 
2012 BPCOL-57 CDC010 2 3 1 1 
2012 BPCOL-58 CDC013 2 3 1 1 
2012 BPCOL-59 CDC013 2 3 1 1 
2012 BPCOL-60 CDC010 2 3 1 1 
2012 BPCOL-61 CDC010 2 3 1 1 
2012 BPCOL-62 CDC010 2 3 1 2 
2012 BPCOL-63 CDC010 2 3 1 1 
2012 BPCOL-64 CDC010 2 3 1 1 
2012 BPCOL-65 CDC013 2 3 1 2 
2012 BPCOL-66 CDC002 2 3 1 1 
2012 BPCOL-67 COLOMBIA 2 3 1 1 
2013 BPCOL-68 COLOMBIA 2 3 1 1 
2013 BPCOL-69 CDC002 2 3 1 1 
2015 BPCOL-70 CDC002 2 3 1 1 
2015 BPCOL-71 CDC002 2 3 1 1 
2015 BPCOL-72 CDC010 2 3 1 1 
2015 BPCOL-73 CDC028 2 3 1 1 
2015 BPCOL-74 CDC002 2 3 1 1 
2015 BPCOL-75 CDC010 2 3 1 1 
2016 BPCOL-76 CDC002 2 3 1 1 
2016 BPCOL-77 CDC002 2 3 1 1 
2016 BPCOL-78 CDC010 2 3 1 1 
2016 BPCOL-79 CDC010 2 3 1 1 
2016 BPCOL-80 CDC002 2 3 1 1 
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4.2 Objetivo específico 2: Tipificar por MLST las 
muestras nasofaríngeas de pacientes confirmados de 
2016. 
4.2.1 Ajuste a las PCRs para secuenciación 
De acuerdo con la figura 4-7 el ciclo apropiado para amplificación de muestras fue de 35 
(protocolo CDC 25 ciclos) para obtener una mayor cantidad de copias. También se 
confirmó el uso del DMSO para la amplificación de productos de gran tamaño comparando 
los resultados con una PCR sin DMSO y con solución Q de Qiagen el cual tiene como 
fundamento de cambiar el comportamiento de la temperatura de fusión de plantillas de 
ADN que tienen un alto grado de estructura secundaria o altos contenidos de GC 
(www.qiagen.com). 
Figura 4-7: Ajustes de la PCR 
 
CR: control de reactivos 
 
4.2.2 Punto de corte de Ct  
La PCR de fim3 fue utilizada como tamiz para escoger las muestras a analizar. Se 
procesaron 161 muestras aleatoriamente de las 513 disponibles y se obtuvo 80 (49%) 
muestras amplificadas y 83 (51%) negativas. De acuerdo con el análisis ANOVA (tabla 4-
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3) se encontró diferencias estadísticamente significativas entre las medias de Ct que 
amplificaron y las que no amplificaron, por tanto, el punto de corte adecuado para obtener 
una mayor probabilidad de que amplifique una muestra confirmada para B. pertussis fueron 
muestras que estuvieran en el tercer cuartil de los resultados analizados (Ct <20).  














Yes 80 1415,76 17,697 
14,186







No 83 1880,11 22,6519 
20,983







            
T-Test            
(Para datos distribuidos normalmente solamente)         
            
  Method Mean 95% CL Std. Dev. 
      
Diff (Group 1 - 
Group 2) Pooled -4,9549 -6,2548 -3,6551 4,201       
Diff (Group 1 - 
Group 2) Satterthwaite -4,9549 -6,2503 -3,6595         
            
Method Variances DF t value Pr > |t| 
       
Pooled Equal 161 -7,5279 0,0000        
Satterthwaite Unequal 157,1329 -7,5549 0,0000        
            
ANOVA, a Parametric Test for Inequality of Population 
Means       
(Para datos distribuidos normalmente solamente)         
            
Variation SS df MS 
F 






7        
Within 2841,3834 161 17,6483          
Total 3841,5103 162            
P Value 0,0000           
            
Bartlett's Test for Inequality of Population 
Variances        
            
Chi Square 3,037           
Degrees of 
freedom 1           
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P Value 0,0814           
            
A small p-value (e.g., less than 0.05) suggests that the variances are not homogeneous, and that the ANOVA may not be appropriate.  
 
4.2.3 MLST muestras nasofaríngeas 
En la tabla 4-4 se muestra los resultados obtenidos de la tipificación de los especímenes 
nasofaríngeos, en la cual, 16 muestras no se tipificaron para pertactina porque no hubo 
amplificación de PCR, no obstante, el 98,75% tienen un patrón (prn2, NT)- ptxP3-ptxA1-
fim3-1. Para el gen de la pertactina 64/80 (80%) muestras fueron tipificadas como prn2, el 
100% de las muestras fueron tipificadas como ptxA1 y ptxP3, 98,75% como fim-3-1 y el 
genotipo fim3-2 fue una muestra tipificada de la ciudad de Bogotá 
 
Tabla 4-5: Resultados de la tipificación de muestras nasofaríngeas 2016. 
 







NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 16 20,00% 20,00% 11,89% 30,44% 
prn2-ptxP3-ptxA1-
fim3-1 
63 78,75% 98,75% 68,17% 87,11% 
prn2-ptxP3-ptxA1-
fim3-2 
1 1,25% 100,00% 0,03% 6,77% 






Antioquia Antioquia GMR-T-193 16,13 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-685 12,82 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-787 17,35 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-949 22,00 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-1030 21,11 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-1502 17,05 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-1770 18,65 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-1847 14,25 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-2005 22,58 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Antioquia Antioquia GMR-T-2124 18,15 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 







Antioquia Antioquia GMR-T-3207 20,84 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Bolívar GMR-T-342 16,27 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Bolívar GMR-T-344 20,78 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Magdalena GMR-T-354 15,04 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Sucre GMR-T-517 16,47 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Sucre GMR-T-520 14,28 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Sucre GMR-T-537 14,02 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Cesar GMR-T-607 12,61 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Cesar GMR-T-2022 26,57 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Sucre GMR-T-2165 21,00 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Cesar GMR-T-2192 18,86 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Atlántico Sucre GMR-T-2954 25,20 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 771 14,90 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 1545 14,50 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 2260 15,40 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 3100 12,50 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 3878 12,16 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 5757 14,70 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 5760 18,30 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 6193 12,30 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 6724 15,00 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 8079 21,90 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 13919 27,20 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 20728 17,50 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2 
Bogotá Bogotá 28710 16,46 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 28827 15,30 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 29449 18,50 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 45915 11,39 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 48802 15,03 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 49938 17,50 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Bogotá Bogotá 52993 18,60 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Centro sur Tolima GMR-T-1095 17,05 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Centro sur Tolima GMR-T-2219 27,38 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Centro sur Tolima GMR-T-2248 19,44 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Cundiboyacense Boyacá GMR-T-238 18,10 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Cundiboyacense Boyacá GMR-T-428 22,82 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Cundiboyacense Cundinamarca GMR-T-757 12,16 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 






Cundiboyacense Boyacá GMR-T-1253 16,56 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Cundiboyacense Cundinamarca GMR-T-1865 17,27 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Eje cafetero Risaralda GMR-T-111 20,94 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Eje cafetero Caldas GMR-T-350 17,41 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Eje cafetero Caldas GMR-T-1309 13,90 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Eje cafetero Risaralda GMR-T-2630 19,93 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Orinoquía Arauca GMR-T-313 18,09 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Orinoquía Meta GMR-T-3435 17,67 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Nariño GMR-T-352 13,41 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Cauca GMR-T-384 18,82 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Valle GMR-T-410 12,98 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Valle GMR-T-438 19,82 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Valle GMR-T-447 11,83 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Cauca GMR-T-707 18,03 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Valle GMR-T-998 19,82 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Nariño GMR-T-1142 19,22 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Cauca GMR-T-1742 17,37 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Cauca GMR-T-2103 18,40 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Cauca GMR-T-2393 17,11 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Nariño GMR-T-2465 19,14 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Nariño GMR-T-2838 19,12 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Pacífico Nariño GMR-T-3430 12,10 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Santander GMR-T-234 13,49 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Norte de Santander GMR-T-723 10,96 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Norte de Santander GMR-T-849 16,85 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Norte de Santander GMR-T-1646 23,36 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Santander GMR-T-1943 21,05 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Norte de Santander GMR-T-2110 22,27 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Santander GMR-T-2114 17,60 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Santander GMR-T-3134 19,03 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
Santanderes Norte de Santander GMR-T-3250 24,39 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 





4.3 Objetivo específico 3: Analizar la diversidad genética 
según los resultados de la tipificación de muestras y 
aislamientos. 
4.3.1 Análisis de diversidad 
Para el análisis de diversidad se agruparon por periodos de tres años sin embargo de las 
cepas disponibles para el periodo 2002-2004 no hubo representación de los años 2002 y 
2003, para el periodo 2005-2007 no hubo aislamientos del 2005 y para el periodo 2008-
2010 no hubo representación del 2008. 
De los aislamientos analizados por MLST predominaron los genotipos prn2-ptxP3-ptxA1-
fim3-1 y prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2 (figura 4-8). Para el 2014-2016 todos los aislamientos 
fueron genotipificados como prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 lo que indica una baja diversidad y 
predominio de este perfil de acuerdo con el índice de diversidad de Simpson (D=0). Para 
el periodo 2008-2010 el perfil más común fue el prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2. En general la 
técnica tuvo un D=0,53 en la discriminación de la población de B. pertussis para el periodo 
1999-2016. 
Figura 4-8: Frecuencia de perfiles de MLST e índice de diversidad de Simpson de los 
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La MLST para aislamientos obtuvo un bajo índice de diversidad comparado con PFGE 
durante el periodo estudiado (D= 0,76). El predominio del patrón del CDC010 durante todos 
los periodos fue marcada excepto para el periodo 2008/2010. El patrón CDC013 no estuvo 
presente durante todos los periodos excepto para 2014-2016. Durante el periodo del brote 
de 2012-2013 los patrones predominantes fueron CDC010 y CDC013, también es este 
periodo se encontró un patrón único colombiano (4-9). Para el periodo 2014-2016 
comienza el predominio del patrón CDC002 con más del 60% de los aislamientos y la 
aparición del patrón CDC028. 
Figura 4-9: Frecuencia de patrones de PFGE e índice de diversidad de Simpson de 
aislamientos de B. pertussis por periodos de 1999-2016. 
 
 
Para obtener una mayor discriminación se realizó un análisis en conjunto con las dos 
técnicas por tanto se tomaron los patrones de PFGE y perfiles de MLST obteniendo una 
diversidad mayor (D= 86) comparado con los resultados de las técnicas separadas. En la 
gráfica figura 4-10 se observa que el patrón predominante para el periodo 2014-2016 fue 
CDC002 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1. Para el periodo del brote en Colombia años entre el 
2012 a 2013 el patrón más común fue CDC010 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 y que también ha 
sido un patrón frecuente en el inicio de la década. Los aislamientos colombianos tuvieron 
el mismo patrón: Colombia-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1. Los patrones CDC010, CDC007 y 





















1999-2001 2002-2004 2005 - 2007 2008 - 2010 2011-2013 2014-2016
CDC002 CDC007 CDC010
CDC013 CDC028 CDC038




Figura 4-10: Frecuencia de patrones de PFGE+ genotipos MLST e índice de diversidad 
de Simpson de aislamientos de B. pertussis por periodos de 1999-2016. 
 
En la tabla 4-5 se resume los índices de diversidad calculados para las técnicas de 
tipificación disponibles para este estudio. 
 
Tabla 4-6: Índices de diversidad de Simpson para estrategias de tipificación 
Índices de diversidad de Simpson para estrategias de tipificación Intervalo de confianza 95% 
PFGE 0,76 (0,70-0,82) 
MLST 0,53 (0,43-0,64) 























1999-2001 2002-2004 2005-2007 2008-2010 2011-2013 2014-2016
CDC002 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 CDC007 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1
CDC007 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 CDC007 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2
CDC010 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 CDC010 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-2
CDC010 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 CDC010 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2
CDC013 NT-ptxP3-ptxA1-fim3-2 CDC013 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1
CDC013 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2 CDC028 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1
CDC038 prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-2 CDC038 prn15-ptxP3-ptxA1-fim3-2
CDC046 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 CDC046 prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2
COLOMBIA prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 ID Simpson
Lineal (ID Simpson)
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4.4 Objetivo específico 2: Realizar análisis de las 
variables demográficas, epidemiológicas y clínicas 
de la ficha epidemiológica. 
 
 De acuerdo con los datos publicados por Sivigila para el 2016, 461 casos fueron 
confirmados por laboratorio sin embargo en las bases de laboratorio del Grupo de 
microbiología + LSPD de Bogotá se encontraron 513 muestras positivas. El 76,2 % de esas 
muestras pertenecían a Antioquia, Bogotá, Valle, Santander, Sucre, Tolima, Caldas, 
Nariño, Norte de Santander, Bolívar, Boyacá y Huila (tabla 4-6). De los 32 departamentos 
y el distrito de Bogotá no se encontró muestras positivas para los departamentos de La 
Guajira, Guainía, Putumayo y Vaupés. 
 
Tabla 4-7: Frecuencia de muestras positivas por departamento y distrito de Bogotá 
2016. 
DEPARTAMENTO Frecuencia Porcentaje Porcentaje Cum. Wilson 95% LCL Wilson 95% UCL 
Antioquia 121 23,59% 23,59% 20,12% 27,45% 
Bogotá 68 13,26% 36,85% 10,59% 16,46% 
Valle 34 6,63% 43,48% 4,78% 9,12% 
Santander 26 5,07% 48,55% 3,48% 7,32% 
Sucre 24 4,68% 53,23% 3,16% 6,87% 
Tolima 23 4,48% 57,71% 3,01% 6,64% 
Nariño 21 4,09% 61,80% 2,69% 6,18% 
Caldas 21 4,09% 65,89% 2,69% 6,18% 
Norte de 
Santander 20 3,90% 69,79% 2,54% 5,94% 
Bolívar 17 3,31% 73,10% 2,08% 5,24% 
Huila 16 3,12% 76,22% 1,93% 5,01% 
Cundinamarca 16 3,12% 79,34% 1,93% 5,01% 
Cauca 16 3,12% 82,46% 1,93% 5,01% 
Boyacá 16 3,12% 85,58% 1,93% 5,01% 
Risaralda 13 2,53% 88,11% 1,49% 4,29% 
Chocó 12 2,34% 90,45% 1,34% 4,04% 
Cesar 9 1,75% 92,20% 0,93% 3,30% 
Caquetá 8 1,56% 93,76% 0,79% 3,05% 
Meta 7 1,36% 95,12% 0,66% 2,79% 
Arauca 7 1,36% 96,48% 0,66% 2,79% 
Magdalena 4 0,78% 97,26% 0,30% 1,99% 
Resultados 73 
 
DEPARTAMENTO Frecuencia Porcentaje Porcentaje Cum. Wilson 95% LCL Wilson 95% UCL 
Córdoba 4 0,78% 98,04% 0,30% 1,99% 
Casanare 4 0,78% 98,82% 0,30% 1,99% 
Vichada 1 0,19% 99,01% 0,03% 1,10% 
San Andrés 1 0,19% 99,20% 0,03% 1,10% 
Quindío 1 0,19% 99,39% 0,03% 1,10% 
Guaviare 1 0,19% 99,58% 0,03% 1,10% 
Atlántico 1 0,19% 99,77% 0,03% 1,10% 
Amazonas 1 0,19% 99,96% 0,03% 1,10% 
Total 513 100,00% 100,00%     
 
En la tabla 4-7 se muestra en menores de 10 años la frecuencia de la enfermedad siento 
los menores de 6 meses los afectados que equivale el 75% de los casos acumulados para 
este año. 
 
Tabla 4-8: Frecuencia de muestras positivas en menores de 10 años, 2016. 







Menor de un mes 31 6,60% 6,60% 4,69% 9,21% 
! mes 81 17,23% 23,83% 14,09% 20,91% 
2 meses 92 19,57% 43,40% 16,24% 23,40% 
3 meses 72 15,32% 58,72% 12,35% 18,86% 
4 meses 33 7,02% 65,74% 5,04% 9,70% 
5 meses 26 5,53% 71,28% 3,80% 7,98% 
6 meses 18 3,83% 75,11% 2,44% 5,97% 
7 meses 13 2,77% 77,87% 1,62% 4,67% 
8 meses 11 2,34% 80,21% 1,31% 4,14% 
9 meses 8 1,70% 81,91% 0,86% 3,32% 
10 meses 14 2,98% 84,89% 1,78% 4,94% 
11 meses 2 0,43% 85,32% 0,12% 1,54% 
1 año 39 8,30% 93,62% 6,13% 11,14% 
2 años 9 1,91% 95,53% 1,01% 3,60% 
3 años 6 1,28% 96,81% 0,59% 2,76% 
4 años 5 1,06% 97,87% 0,46% 2,47% 
5 años 4 0,85% 98,72% 0,33% 2,17% 
6 años 1 0,21% 98,94% 0,04% 1,20% 
7 años 1 0,21% 99,15% 0,04% 1,20% 
8 años 2 0,43% 99,57% 0,12% 1,54% 
9 años 2 0,43% 100,00% 0,12% 1,54% 
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Total 470 100,00% 100,00%   
 
A continuación, en la tabla 4-8 se muestra el análisis entre las muestras positivas tipificadas 
vs. muestras no tipificadas. Los resultados demuestran que las muestras tipificadas fueron 
representativas de todos los casos confirmados del 2016 de acuerdo con el sexo, grupos 
de edad, región y fecha de inicio de síntomas representado en meses, el valor p fue 
obtenido a partir de chi-cuadrado. 
Tabla 4-9: Características demográficas y clínicas de casos de pertussis con o sin 
tipificación por MLST 2016 
Característica  No tipificadas Tipificadas p 
Sexo (n=512)  n=432  n=80   
Femenino  205 81,35% 47 18,65% 0,0827 
Masculino  227 87,31% 33 12,69%  
       
Grupos de edad (n=507) n=425  n=80   
0 - <10  391 83% 80 17% 0,4434 
10 - <20  15 100% 0 0  
20 - <30  7 100% 0 0  
30 - <40  6 100% 0 0  
40 - <50  1 100% 0 0  
50 - <60  2 100% 0 0  
60 - <70  1 100% 0 0  
70 - <80  2 100% 0 0  
       
Regiones (n=513) n=433  n=80   
Amazónica  2 100% 0 0% 0,0762 
Antioquia  109 90% 12 10%  
Atlántico  48 81% 11 19%  
Bogotá  49 72% 19 28%  
Centro sur  36 92% 3 8%  
Cundiboyacense  27 84% 5 16%  
Eje cafetero  31 89% 4 11%  
Insular  1 100% 0 0%  
Orinoquía  25 93% 2 7%  
Pacífico  69 83% 14 17%  
Santanderes  36 78% 10 22%  
       
Meses de inicio de síntomas 
(n=480) 
n=401  n=79   
       
Resultados 75 
 
1  69 80% 17 20% 0,1296 
2  65 86% 11 14%  
3  77 92% 7 8%  
4  21 81% 5 19%  
5  23 79% 6 21%  
6  31 74% 11 26%  
7  22 81% 5 19%  
8  23 82% 5 18%  
9  26 96% 1 4%  
10  10 67% 5 33%  
11  15 94% 1 6%  
12  19 79% 5 21%  
        
En el siguiente análisis de la tabla 4-9 se observa que de 407 pacientes confirmados por 
PCR en tiempo real el 50% tenía un esquema de vacunación incompleto y el 24% no 
habían iniciado esquema de vacunación. El 27% de los pacientes tenían el esquema 
completo de vacunación y tuvieron la enfermedad. Aunque la vacunación en embarazadas 
comenzó en el 2014 a nivel nacional en este caso no se pudo calcular cuántos niños 
tuvieron madres con antecedente vacunal, sin embargo, se realizó una búsqueda de 
algunos casos por PAIWEB y se encontró que dentro de los casos que estamos analizando 
tenían antecedente de TdaP. 
Tabla 4-10: Edad y dosis aplicada de vacuna en menores de 10 años, 2016. 
 Dosis de vacuna 
Edad 0 % 1 % 2 % 3 % 4 % 5 % Total 













1 mes 71 0 0 0 0 0 71 




0 0 0 0 84 
3 meses 15 41 0 0 0 0 56 




0 0 0 30 
5 meses 1 9 14 0 0 0 24 




0 0 14 
7 meses 0 2 1 9 0 0 12 





9 meses 0 0 0 5 0 0 5 
10 meses 4 0 1 6 0 0 11 
11 meses 0 0 1 1 0 0 2 
1 año 7 1 0 25 2 0 35 




El 66% de los aislamientos pertenecen a la ciudad de Bogotá (tabla 4-10), los perfiles 
frecuentes encontrados en los aislamientos fueron: CDC010-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 
(30%), CDC002-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1(15%), CDC013-prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2 (15%). 
 















































































































CDC002-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 0 3 0 1 2 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 10 15% 
CDC007-NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC007-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4% 
CDC007-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 3% 
CDC010-NT-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC010-NT-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC010-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-1 1 1 14 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 20 30% 
CDC010-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 4 6% 
CDC013-NT-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC013-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 6 9% 
CDC013-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 15% 
CDC028-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC038-prn31-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC038-prn36-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC046-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1% 
CDC046-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-2 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3% 
COLOMBIA-prn9-ptxP3-ptxA1-fim3-1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 3% 





3 años 0 1 0 1 4 0 6 
4 años 2 1 0 0 1 0 4 
5 años 2 0 0 0 0 2 4 
6 años 1 0 0 0 0 0 
25% 
1 
7 años 1 0 0 0 0 0 1 
8 años 1 0 0 0 1 0 2 
9 años 1 0 0 0 0 1 2 
Total 194   106   37   54   12   4   407 
Tipo de esquema N° pacientes % de pacientes 
Esquema completo 108 26% 
No han iniciado esquema 97 24% 

















































































































Total 1 2 44 1 2 3 2 1 1 2 1 2 2 1 1 1 67 100% 



































En este trabajo se caracterizó por herramientas moleculares muestras de pacientes 
confirmados por tosferina de 2016 y aislamientos obtenidos de pacientes con tosferina de 
1999-2016. Por la técnica de PFGE durante el periodo 1999-2016 se encontró ocho 
patrones de PFGE con predominio de dos patrones; aunque la técnica de PFGE fue 
discriminatoria comparada con la MLST al tipificar con las dos técnicas se aumentó la 
discriminación de las cepas.  
 
En los Estados Unidos en el periodo 2000-2012 se analizaron 5.262 aislamientos de B. 
pertussis donde los patrones frecuentes fueron: CDC013 34%, CDC010 (13%), CDC082 
(10%), CDC002(9%) y CDC046(6%), aunque la comparación con los 67 aislamientos 
Colombianos no tengan un número igual de representativo, aun así se realizó el análisis 
con el mismo periodo para Colombia y se encontró que los patrones más frecuentes eran: 
CDC010 (40%) CDC013 (32%) y CDC007 (11%)  por tanto se encontró diferencias en la 
proporción del patrón CDC010 siendo más frecuente en nuestro país (38). La base de 
datos de patrones de PFGE del CDC tiene más de 5000 cepas analizadas y 
respectivamente caracterizadas por esta técnica, por tanto, el hallazgo de cepas con patrón 
único llamada Colombia no se encuentro en la base de datos del CDC lo que indica la 
circulación de una cepa autóctona. 
 
 
En un estudio realizado en Filadelfia se analizaron 60 aislamientos de 2007-2014  donde 
CDC002 fue el patrón más frecuente con 47%, como hallazgo importante encontraron que 
desde el 2009 este patrón tenía deficiencias en la producción de la pertactina que se 
confirmó por la técnica de Western Blot (51, 70) este resultado muestra la importancia de 
seguir investigando en Colombia debido a la presencia de este patrón en los últimos tres 
años. Además el perfil de MLST del CDC002 de los Estados Unidos (prn2-ptxP3-ptxA1-
80 Caracterización molecular de Bordetella pertussis, 1995-2014 
 
fim3-1 y prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2) es igual al genotipo colombiano (prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-
1) aunque se encontró un predominio de fim-1, por tanto, es necesario seguir 
profundizando en la investigación de mutaciones asociadas a la pertactina y comprobar la 
circulación de aislamientos no productoras de pertactina, (10).  
 
Las muestras clínicas mostraron una baja diversidad (D=53) al ser analizadas por MLST, 
no obstante, al no tener aislamientos de B. pertussis en Colombia por su difícil aislamiento 
debido al poco interés en Colombia por el cultivo, el uso de técnicas para el análisis de 
MLVA directamente en muestras nasofaríngeas en conjunto con el análisis de MLST puede 
aumentar la diversidad obtenida por estas dos técnicas de acuerdo con los estudios 
realizados por Advani et.al. que reportó un índice de Simpson de D=91  (9). 
 
No todas las muestras nasofaríngeas confirmadas por IS481 Ct<35 fueron tipificables,  
probablemente a la necesidad de tener una elevada concentración de ADN para que la 
PCR de los blancos en estudio pudiesen amplificar (14, 71). Como en una muestra 
nasofaríngea el ADN total es tanto ADN humano como de la microbiota acompañante, la 
correlación de los Ct obtenidos por la PCR en tiempo real indica una medición indirecta y 
proporcional a la cantidad de ADN detectable para la tipificación, por tanto, un Ct<20, 
mejoró la tipificación de las muestras. 
 
Los perfiles de 243 aislamientos analizados por MLST en el brote de 2012 en los Estados 
Unidos mostraron que los aislamientos tenían el genotipo prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1 (65%) 
y prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-2 (32%) (10); no obstante, para Colombia en el mismo periodo se 
compararon 14 aislamientos y los perfiles encontrados no difieren con lo encontrado con 
esa publicación siendo frecuentes los genotipos  prn2-ptxP3-ptxA1-fim3-1(79%) y prn2-
ptxP3-ptxA1-fim3-2 (21%) lo que indica una circulación marcada en el periodo de brote en 
dos partes del mundo que tienen diferencias del tipo de vacunas, esquemas, refuerzos y 
vigilancia.  
 
Un estudio que analizó muestras europeas recolectadas de Holanda, Finlandia, Italia, 
Japón y Estados Unidos mostraron que los alelos frecuentes de pertactina era prn1 hasta 
prn6 de muestras colectadas desde 1949 a 1999 (72) siendo la más predominantes la prn2 
(41%) y prn1(37%). En China del 2012-2013 se procesaron 93 muestras nasofaríngeas de 
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las cuales el 87% eran prn2 y el 5% prn1(71), por tanto se observa un predominio de la 
prn2 en estos países .  
 
Como lo muestra este estudio el 100% de aislamientos y muestras nasofaríngeas 
presentaron el alelo de la zona promotora ptxP3 que se ha ido estableciendo en muchas 
partes del mundo por ejemplo la autora Schmidtke et.al.(62)  muestra el decaimiento de la 
frecuencia del alelo ptxP1 que era predominante antes de 1991 en los Estados Unidos y 
el surgimiento desde 1990 del actual alelo ptxP3. Este alelo ha estado asociado a una alta 
expresión de la toxina pertussis y que puede ser un factor más que contribuye a la 
resurgencia de pertussis en Holanda según explican los autores (73). Actualmente otros 
estudios que han utilizado la secuenciación de genoma competo han encontraron 116 SNP 
nuevos en las cepas que contienen ptxP3 (12) y que podría explicar la exitosa aparición 
de este linaje y su difusión en todo el mundo.  
 
Con respecto a la fim3-2 en Colombia entre el periodo 2014-2016 ningún aislamiento y 
muestras nasofaríngeas se encontró este perfil alélico, este resultado no concuerda con la 
tendencia mostrada por Schmidtke et al.(62)  en el que muestra que desde el 2000 en los 
Estados Unidos hubo un recambio de fim3-1 a fim3-2 en ese país y por otro lado resalta el 
autor que este genotipo debe ser investigado tanto antigénicamente como clínicamente 
debido a la mutación encontrada de alanina a  ácido glutámico en el aminoácido 87 que 
está localizada en un epítope superficial que ha demostrado que interactúa con el suero 
humano, No obstante, en la epidemia de 2012 en Washington mostró que la fim3-1 está 
reemergiendo que es un dato que concuerda con este estudio. 
  
Aunque la mayoría de la población colombiana para el 2016 no estaba vacunada de 
acuerdo al esquema de la edad o no tenían un esquema completo, esto es  un factor 
determinante que explica porque desarrollaron la enfermedad, sin embargo,  el 24% de los 
pacientes con tosferina tenían todas las dosis de acuerdo al esquema de vacunación y por 
tanto no explica del todo porque se presentó la enfermedad en población protegida, por 
tanto es vital conocer los genotipos circulantes y compararlos con la vacuna disponible. 
Uno de los proveedores de vacunas para Colombia es el Instituto Serum India que 
recientemente han sido secuenciadas por genoma completo cuatro cepas vacunales en 
las que se identificó sus genotipos: prn1- ptxP1-ptxA2- fimH1, prn7- ptxP2-ptxA4- fimH1, 
prn1- ptxP1-ptxA1- fimH1 y prn1- ptxP1-ptxA1- fimH1 (74); también se publicó la cepa 
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vacunal 10536 genotipo prn1- ptxP1-ptxA2-ptxB2-fimH1 (75) y la conocida Tohama I  cepa 
comúnmente usada en la vacunación de células completas con genotipo prn1-ptxP1-
ptxA2-fim3-1 (10). Por tanto, se observa una diferencia en los genotipos vacunales 
comparado con lo que se encuentra circulando en Colombia lo que probablemente puede 
afectar la eficacia de esta. En China del 2012-2013 se procesaron 93 muestras 
nasofaríngeas de las cuales el 87% eran prn2 y el 5% prn1(71), por tanto se observa un 
predominio de la prn2 en estos países. 
 
En este estudio encontramos cepas que no pudieron ser tipificadas para pertactina como 
también muestras, posiblemente porque no hubo anillamiento en el sitio blanco de alguno 
de los iniciadores, por tanto sería adecuado realizar una PCR con otros iniciadores 
corriente abajo o arriba del gen de la pertactina que han sido propuestos por otros estudios 
para encontrar mutaciones del gen, como por ejemplo, el uso de la PRN-F o PRN-R (10, 
57, 66), como también el escenario de secuenciación de genoma completo que 
proporciona una mayor cantidad de  datos y puedan observarse más cambios de acuerdo 
a la presión realizada por la vacunación (12), lo que ha facilitado la evolución de B. 
pertussis. 
 
De acuerdo con lo anterior los genotipos vacunales difieren a la de la circulación de 
genotipos colombianos en especial por la prn2 que es el alelo predominante tanto en las 
muestras nasofaríngeas como las cepas analizadas desde 1999. De acuerdo a estudios 
este antígeno se encuentra relacionado en la protección contra formas severas de la 
enfermedad (46, 47) lo que podría explicar posiblemente los casos de tosferina de niños 
con esquema completo y la variable protección que tiene la vacuna contra la tos ferina 
grave (70% - 90%) (76); aunque, estudios señalan que no hay diferencia en las 
manifestaciones clínicas en niños no inmunizados infectados con cepas deficientes de 
pertactina y con pertactina (70) hay expertos que concluyen que estos cambios genotípicos 
afectan la duración de la protección en la que incluye la protección de rebaño y por tanto 
se debe buscar ese balance entre lo que circula y la composición de la vacuna  (77). 
Mientras se piensa y se realiza las mejoras al performance de las vacunas es importante 
seguir usando lo que está a la mano y usarlo de la manera adecuada como por ejemplo el 
uso de vacuna celular comparado con el uso de la vacuna  acelular que ha mostrado 
mejores resultados en la duración de la protección (78) como también el uso de estrategias 
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que han tenido impacto en la mortalidad como la aplicación de la vacuna en gestantes(79), 




































6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
El aislamiento de B. pertussis es muy bajo en Colombia y los aislamientos analizados 
pertenecían en su mayoría al LSP de Bogotá, que es un laboratorio que ha mantenido un 
interés en el diagnóstico de la tosferina, también, se debe contemplar que el cultivo tiene 
una baja sensibilidad debido a múltiples factores intrínsecos del microrganismo como lo 
lábil y exigente, las condiciones preanalíticas, el estado de vacunación del paciente, el uso 
empírico del tratamiento antimicrobiano, la etapa de la enfermedad en la que se toma la 
muestra, el tipo de muestra, la edad, el transporte del espécimen y la temperatura de envío.  
Los menores de un año siguen siendo la población con una frecuencia de morbilidad más 
alta desde que se implementó la vigilancia, especialmente los que no han iniciado esquema 
o reportan esquemas incompletos, que de acuerdo con los análisis de este estudio han 
sido el 73% de los casos probables, eso sí, desconociendo la proporción de niños con 
antecedente de vacuna de gestantes, aun así esta enfermedad seguirá siendo un problema 
de salud pública por la efectividad de la vacuna debido a la presentación de la enfermedad 
con esquemas completos de vacunación.  
La tipificación de aislamientos por PFGE+MLST mostró mejores resultados en la 
diversidad hallada para la población de B. pertussis en Colombia que usando las técnicas 
por separado. La MLST en muestras nasofaríngeas ayudó en este trabajo a la primera 
caracterización de los genotipos circulantes en el país, aunque mostró una baja 
discriminación, por tanto, la combinación con técnicas como la MLVA ayudaría a mejorar 
o aumentar la diversidad y de esta forma tener un análisis discriminatorio para un análisis 
de brotes cuando exista la ausencia de aislamiento del microorganismo. 
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Aunque la incidencia de tosferina es baja comparada con países que usan vacuna acelular 
como Australia, Estados Unidos, Francia entre otros, existe una hipótesis que no se puede 
descartar:  la baja diversidad hallada en Colombia en las muestras de 2016 puede ser un 
efecto o consecuencia del tipo de vacuna y esquema que usa el PAI para Colombia.  
Este es el primer trabajo de este tipo en el país, en el cual se analiza molecularmente a la 
población circulante de B. pertussis, por tanto, se está aportando al conocimiento de la 
eficacia de la vacuna en la población colombiana. 
La circulación del patrón CDC002 en Colombia debe estudiarse de manera profunda 
debido a que en Estados Unidos este perfil tiende a perder la pertactina. Por otro lado, los 
genotipos de las vacunas difieren en varios perfiles alélicos que circulan en Colombia en 
especial por la pertactina genotipo prn2 y el promotor de la toxina ptxP3 que son los alelos 
predominantes para Colombia desde 1999 y de acuerdo con expertos hay una necesidad 
sentida de rediseñar la vacuna para que cumpla con los desafíos de la epidemiología 
actual. 
6.2 Recomendaciones 
Se recomienda seguir con la vigilancia molecular con el apoyo del PAI (Ministerio de 
Salud), para que exista recursos disponibles para estos procedimientos costosos y que 
son necesarios para la evaluación de vacunas que ingresan al país.  
Como existen patrones únicos de B. pertussis es necesario realizar secuenciación de 
genoma completo para conocer su estructura genómica en especial a los aislamientos que 
no pudieron ser tipificados para pertactina. 
Aunque el análisis epidemiológico no es el objeto de este trabajo, se encontró muestras 
confirmadas por PCR en tiempo real de la vigilancia por laboratorio, que no estaban en el 
Sivigila, por tanto, es necesario invitar a las referentes de tosferina por vigilancia 
epidemiológica que sigan proponiendo estrategias para que lo que se reporte en el 
laboratorio se refleje en la vigilancia epidemiológica. 
Las cepas con patrón colombiano tendrán que ser enviadas al CDC para que ingresen a 





Realizar estudios de producción de pertactina a las cepas CDC002 encontradas en el país 
y que puede justificar la disminución de eficacia en población vacunada. 
Como laboratorio de referencia debemos buscar estrategias que mejoren el aislamiento de 
B. pertussis. 
Seguir realizando estudios que mejoren el conocimiento de la tosferina en nuestro país… 
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